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(57) Resumo: COMBINAGCOES COMPREENDENDO
ESTAUROSPORINAS. A presente invencgéo refere-se a um método de
tratamento de sindromes mielodisplasticas, linformas e leucemias e
também tumores sélidos com uma combinagdo farmacéutica de um
inibidor de quinase FLT-3 e a um oligonucleotideo antissenso ou a um
constructo de RNAi mcl-1-especifico. Ele também se refere ao uso de
uma combinagao farmacéutica de um inibidor de deacetilase de
histona e um inibidor de quinase FLT-3 para o tratamento das doencas
ou malignidades mencionadas acima e ao uso de tal composigéo
farmacéutica para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento
dessas doengas ou malignidades.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdao para "COMBINA-
COES COMPREENDENDO ESTAUROSPORINAS".

A presente invengdo refere-se a um método de tratamento de
sindromes mielodisplasicas, linfomas e leucemias, em particular mastocitose
sistémica (SM) e também leucemia mieldide aguda (AML) e tumores sélidos
tais como, por exemplo, cancer célon-retal (CRC) e cancer de pulmao de
células nao-pequenas (NSCLC) com uma combinagdo farmacéutica de um
inibidor de quinase FLT-3 e um inibidor de MCL-1, tal como uma estrutura de
acido nucleico mcl-1-especifica. Um constructo de acido nucleico mcl-1-
especifica inclui, mas nao esta limitada a, um oligonucleotideo de mcl-1 an-
tissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-especifica. Um constructo de RNAI
mcl-1-especifica inclui, mas nao esta limitada a, uma estrutura de RNA de
interferéncia curto (siRNA), um micro RNA (miRNA) ou um RNA de hairpina
(shRNA). A invengdo também se refere ao uso de uma combinagéo farma-
céutica de oligonucleotideo antissenso ou um RNAi mcl-1-especifico e um
inibidor de quinase FLT-3 para o tratamcnto das doengas ou malignidades
mencionadas acima e o uso de tal composi¢do farmacéutica para a fabrica-
¢do de um medicamento para o tratamento dessas doengas ou malignida-
des.

Mastocitose € um termo coletivo usado para um grupo de distur-
bios caracterizado por acimulo anormal de mastécitos (MC) em um ou mais
sistemas de 6rgao. Variantes cutdnea e sistémica da doenga foram descri-
tas. Mastocitose cutanea (CM) se desenvolve, tipicamente, no inicio da in-
fancia e mostra um curso benigno, com frequente regressiao espontanea.
Mastocitose sistémica (SM) pode se desenvolver em qualquer idade e é ca-
racterizada por envolvimento de um ou mais 6rgaos viscerais com ou sem
envolvimento da pele. Em contraste a CM, a SM é um disturbio clonal persis-
tente de MC. Em uma alta proporgdo dos casos, a mutacgdo de transforma-
cao D816V de KIT é detectavel. Em SM avang;ada, a mutacao também pode
ser detectavel em outras linhagens mieldides ou mesmo em linfécitos B. As-
sim, a SM é uma doenca de progenitores hematopoiéticos muitilinhagem. O
conceito de que a SM surge de um progenitor multilinhagem é também sus-
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tentado pela nogao de que esses pacientes podem desenvolver uma doencga
hematolégica que ndo da linhagem de mastdcitos associada (AHNMD).

A classificagdo de consenso da OMS define quatro categorias de
SM: mastocitose sistémica indolente (ISM), mastocitose com AHNMD (SM-
AHNMD), SM agressiva (ASM) e leucemia de mastécitos (MCL). Variantes
de SM diferem umas das outras quanto a seu comportamento clinico e prog-
nostico e usualmente requer diferentes terapias. Notavelmente, em contraste
a ISM, pacientes com ASM ou MCL sao candidatos para tratamento com
farmacos citorredutivos ou objetivados.

Até o momento, apenas uns poucos farmacos, tais como interfe-
ron-alfa (IFNa) ou cladribina (2CdA), foram descritos como suprimindo o
crescimento de MC neoplasico em ASM ou MCL e apenas uns poucos paci-

entes mostram respostas grandes e duraveis. Alguns dos novos inibidores

de quinase de tirosina (TK), tal como N-[(9S,10R, 11R, 13R)-

2,3,10,11,12,13-hexahidro-10-metéxi-9-metil-1-ox0-9, 13-epdxi-1H,9H-di-
indolo[1,2,3-gh:3",2",1"-im]pirrolo[3,4-j][1,7]benzodiazonin-11-il]-N-
metilbenzamida ou nilotinib (4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-N-[5-
(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida), podem também
contra-atuar o crescimento de MC neoplasico. Novamente, contudo, respos-
tas de longa duragcao ainda tém de ser descritas. Outros estudos sugerem
que o imatinib inibe o crescimento de MC neoplasico em pacientes com SM.
Contudo, o efeito do imatinib é observado apenas em pacientes cujo MC
neoplasico abrigando KIT do tipo silvestre, a mutagdo F522C de KIT ou em
pacientes que tém eosinofilia co-existente associada ao gene de fusao
FIP1L1/PDGFRo. Em contraste, o imatinib mostra pouco, se algum, efeito
sobre MC neoplasico exibindo D816V em KIT. Na verdade, essa mutagéao
em KIT, a qual é detectavel na maioria dos pacientes com SM, confere resis-
téncia contra o imatinib.

Uma série de tentativas foi feita recentemente para identificar
novos alvos em MC neoplasico de forma a desenvolver abordagens terapéu-
ticas mais eficazes e combinagdes de farmaco mais eficazes. Uma aborda-
gem promissora pode ser investigar moléculas relacionadas a sobrevivéncia
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que sd@o expressas em MC em neoplasmas de MC de alto grau (ASM, MCL).

Mcl-1 é um membro bem caracterizado da familia Bcl-2 que €
considerado como atuando anti-apoptoticamente em varias células neoplasi-
cas. Veja, por exemplo, Mendelian Inheritance in Man, MIM accno. 159552.
Originalmente, a Mcl-1 foi descrita como uma molécula de intensificagao de
sobrevivéncia, expressa durante diferenciagdo TPA-induzida de células ML-1
leucémicas. Estudos consecutivos mostram que a Mcl-1 é constitutivamente
expressa em células neoplasicas primarias em leucemia mieldide cronica.
Contudo, pouco se sabe até o momento sobre a expresséo e papel da Mcl-1
em outros neoplasmas mieldides.

Até agora, descobriu-se que inibidores de quinase FLT-3 em
combinacdo com um oligonucleotideo antissenso ou um constructo de RNAI
mcl-1-especifica possui propriedades terapéuticas. Essas descobertas tor-
nam a combinacdo de um inibidor de quinase FLT-3 e um inibidor de mcl-1
como particularmente til para o tratamento de sindromes mielodisplasicas,
linfomas e leucemias, em particular mastocitose sistémica e também leuce-
mia mieldide (AML) e também tumores sdlidos tais como, por exemplo, can-
cer coélon-retal (CRC) e céncer de pulmio de células ndo-pequenas (NS-
CLC).

Em patrticular, descobriu-se agora que MC neoplasico primario
em todas as variantes de SM, incluindo ASM e MCL, bem como a linhagem
de célula de MCL HMC-1, expressa Mcl-1 de uma maneira constitutiva. Além
disso, objetivagdo de Mcl-1 nessas células estd associada a crescimento
reduzido e inducdo de apoptose e a uma sensibilidade aumentada a inibido-
res de TK, incluindo N-[(9S,10R, 11R, 13R)-2,3,10,11,12,13-hexahidro-10-
metdxi-9-metil-1-ox0-9, 13-epdxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3',2',1'-
im]pirrolo[3,4-j][1,7]benzodiazonin-11-il-N-metilbenzamida, 4-metil-3-[[4-(3-
piridinil)-2-pirimidinillamino}-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-if)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida e imatinib.

Inibidores de quinase FLT-3 de interesse particular para uso na
combinagdo da invencdo sdo 4-metil-3-[[4~(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino}-N-

[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida e imatinib e de-
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rivados de estaurosporina de formula:

em que:
R1 e Rz sao, independentemente um do outro, alquila nao-

substituida ou substituida, hidrogénio, halogénio, hidréxi, hidréxi eterificado
ou esterificado, amino, amino mono- ou dissubstituido, ciano, nitro, mercap-
to, mercapto substituido, carbdxi, carboxi esterificado, carbamoila, carbamoi-
la N-mono- ou N,N-dissubstituida, sulfo, sulfonila substituida, amino-sulfonila
ou amino-sulfonila N-mono- ou N,N-dissubstituida;

n e m sdo, independentemente um do outro, um numero de e

incluindo O a e incluindo 4;
n' e m' sado, independentemente um do outro, um numero de e
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incluindo 0 a e incluindo 4;
Rs, R4, Rs € Ryo sdo, independentemente um do outro, hidrogé-

nio, -O, acila com até 30 atomos de carbono, um radical alifatico, carbocicli-
co ou carbociclico-alifatico com até 29 atomos de carbono em cada caso, um
radical heterociclico ou heterociclico-alifatico com até 20 atomos de carbono
em cada

caso e, em cada caso, até 9 heteroatomos, uma acila com até 30 atomos de

carbono, em que R4 pode também estar ausente;
ou, se Rs € acila com até 30 atomos de carbono, R4 ndao é uma

acila;

p é 0 se R, estd ausente ou é 1 se R; e R4 estdo ambos presen-
tes e, em cada caso, sao um dos radicais antes mencionados;

Rs é hidrogénio, um radical alifatico, carbociclico ou carbociclico-
alifatico com até 29 atomos de carbono em cada caso ou um radical hetero-
ciclico ou heterociclico-alifatico com até 20 a&tomos de carbono em cada ca-
SO e, em cada caso, até 9 heteroatomos ou acila com até 30 atomos de car-
bono;

Rz, Re € Ry sdo acila ou -(alquila inferior)-acila, alquila nao-
substituida ou substituida, hidrogénio, halogénio, hidréxi, hidroxi eterificado
ou esterificado, amino, amino mono- ou dissubstituido, ciano, nitro,
mercapto, mercapto substituido, carbdxi, carbonila, carbonildioxi, carbdxi
esterificado, carbamoila, carbamoila N-mono- ou N,N-dissubstituida, sulfo,
sulfonila substituida, amino-sulfonila ou amino-sulfonila N-mono- ou N,N-
dissubstituida;

X significa 2 atomos de hidrogénio; 1 atomo de hidrogénio e hi-
dréxi; O; ou hidrogénio e alcoéxi inferior;

Z significa hidrogénio ou alquila inferior; e

as duas liga¢gbes caracterizadas por linhas onduladas estdo au-
sentes no anel A e sao substituidas por 4 atomos de hidrogénio e as duas
linhas onduladas no anel B cada, junto com a respectiva ligagcdo paralela,

significam uma ligagao dupla;
ou as duas ligagdes caracterizadas por linhas onduladas estao
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ausentes no anel B e sjo substituidas por um total de 4 atomos de hidrogé-
nio e as duas linhas onduladas no anel A cada, junto com a respectiva liga-
¢éo paralela, significam uma ligagdo dupla;

ou no anel A e no anel B, todas as 4 ligagdes onduladas estdo
ausentes e sao substituidas por um total de 8 atomos de hidrogénio;

ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formacgéo de
sal esta presente.

Os termos gerais e definigdes usados aqui antes e aqui depois

tém, de preferéncia, os significados a seguir para os derivados de estauros-

porina.
O prefixo "inferior" indica que o radical associado tem, de prefe-

réncia, até e incluindo um maximo de 7 4&tomos de carbono, especialmente
até e incluindo um maximo de 4 atomos de carbono.

Alquila inferior é, especialmente, metila, etila, n-propila, isopropi-
la, n-butila, isobutila, sec-butila ou terc-butila e também pentila, hexila ou
heptila.

Alquila ndo-substituida ou substituida é, de preferéncia, C;-Czo
alquila, especialmente alquila inferior, tipicamente metila, etila, n-propila, iso-
propila, n-butila, isobutila, sec-butila ou terc-butila, a qual é nio-substituida
ou substituida especialmente por halogénio, tal como fltor, cloro, bromo ou
iodo, Ce-C14 arila, tal como fenila ou naftila, hidrdxi, hidroxi eterificado, tal
como alcoxi inferior, fenil-alcoxi inferior ou fenildxi, hidroxi esterificado, tal
como alcanoildxi inferior ou benzoiléxi, amino, amino mono- ou dissubstitui-
do, tal como alquilamino inferior, alcanoilamino inferior, fenil-alquilamino infe-
rior, N,N-di-alquilamino inferior, N,N-di-(fenil-alquil)amino inferior, ciano, mer-
capto, mercapto substituido, tal como alquiltio inferior, carbéxi, carbdxi esteri-
ficado, tal como alcéxicarbonila inferior, carbamoila, Carbamoila N-mono- ou
N,N-dissubstituida, tal como N-alquilcarbamoila inferior ou N,N-di-
alquilcarbamoila inferior, sulfo, sulfo substituido, tal como alcano-sulfonila
inferior ou alcoxi-sulfonila inferior, amino-sulfonila ou Amino-sulfonila N-

mono- ou N,N-dissubstituida, tal como N-alquilamino-sulfonila inferior ou

N,N-di-alquilamino-sulfonila inferior.



10

15

20

25

30

Halogénio é, de preferéncia, flior, cloro, bromo ou iodo, especi-
almente fluor ou cloro.

Hidroxi esterificado é especialmente alcoxi inferior, Ce-C1aariloxi,
tal como fenildxi ou Ce-Cqaril-alcoxi inferior, tal como benzildxi.

Hidroxi esterificado é, de preferéncia, alcanoildxi inferior ou Ce-
Cisarilcarboniléxi, tal como benzoiléxi.

Amino mono- ou dissubstituido é especialmente amino monos-
substituido ou dissubstituido por alquila inferior, Ce-Cyaarila, Cg-Ciaaril-alquila
inferior, alcanoila inferior ou Cg-Coarilcarbonila.

Mercapto substituido é especialmente alquiltio inferior, Ceg-

Craariltio, Ceg-Chaaril-alquiltio inferior, alcanoiltio inferior ou Cg-Ciaaril-

alcanoiltio inferior.
Carbodxi esterificado é especialmente alcéxicarbonila inferior, Ce-

Caaril-alcoxi carbonila inferior ou Cg-Cyaarildxicarbonila.
Carbamoila N-mono- ou N,N-dissubstituida é especialmente
carbamoila N-monossubstituida ou N,N-dissubstituida por alquila infc rior, Ce-
Ciaarila ou Cg-Chaaril-alquila inferior.
Sulfonila substituida é especialmente Cg-C1aaril-sulfonila, tal co-

mo tolueno-sulfonila, Cg-Cisaril-alcano-sulfonila inferior ou alcano-sulfonila

inferior.

Amino-sulfonila N-mono- ou N,N-dissubstituida é especialmente
amino-sulfonila N-monossubstituida ou N,N-dissubstituida por alquila inferior,
Ce-Cisarila ou Cg-Cyaaril-alquila inferior.

Ce-Ci4Arila é um radical arila com 6 a 14 atomos de carbono no
sistema de anel, tal como fenila, naftila, fluorenila ou indenila, o qual é nao-
substituido ou substituido, especialmente por halogénio, tal como fltor, cloro,
bromo ou iodo, fenila ou naftila, hidroxi, aicoxi inferior,fenil-alcéxi inferior,
feniloxi, alcanoildxi inferior, benzoildxi, amino, alquilamino inferior, alcanoila-
mino inferior, fenil-alquilamino inferior, N,N-di-alquilamino inferior, N,N-di-
(fenil-alquil)amino inferior, ciano, mercapto, alquiltio inferior, carbéxi, alcoxi-
carbamoila, N-alquilcarbamoila inferior, N,N-di-

carbonila inferior,
alquilcarbamoila inferior, sulfo, alcano-sulfonila inferior, alcéxi sulfonila inferi-
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or,amino-sulfonila, N-alquilamino sulfonila inferior ou N,N-di-alquilamino-
sulfonila inferior.

Os indices n e m sdo, em cada caso, de preferéncia 1, 2 ou es-
pecialmente 0. Em geral, compostos de férmula | nos quais n e m sao, em
cada caso, 0 (zero) sao especialmente preferidos.

Um radical carboidrato alifatico Rs, R4, Rs ou Ryo com até 29 &-
tomos de carbono, o qual é substituido por substituintes aciclicos e, de pre-
feréncia, tem um maximo de 18, especialmente um maximo de 12 e, como
uma regra, ndo mais do que 7 atomos de carbono, pode ser saturado ou in-
saturado e é especialmente um radical alquila inferior de cadeia reta ou rami-
ficada nao-substituida, alquenila inferior, alcadienila inferior ou alquinila infe-
rior substituido por substituintes aciclicos. Alquila inferior é, por exempilo,
metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, isobutila, sec-butila ou terc-butila e
também n-pentila, isopentila, n-hexila, isohexila e n-heptila; alquenila inferior
e, por exemplo, alila, propenila, isopropenila, 2- ou 3-metalila e 2- ou 3-
butenila; alcadienila inferior é, por exemplo, 1-penta-2,4-dicnila; alquinila in-
ferior €, por exemplo, propargila ou 2-butinila. Em radicais insaturados cor-
respondentes, a ligagdo dupla esta especialmente localizada em uma posi-
¢ao superior a posi¢do o com relagdo a valéncia livre. Substituintes sdo es-
pecialmente os radicais acila definidos aqui abaixo como substituintes de R®,
de preferéncia livres ou carbdxi esterificado, tal como carbdxi ou alcoxicar-
bonila inferior, ciano ou di-alquilamino inferior.

Um radical carbociclico ou carbocilico-alifatico Rz, R4, Rs ou Ry
com até 29 atomos de carbono, em cada caso, € especialmente um radical
aromatico, cicloalifatico, cicloalifatico-alifatico ou aromatico-alifatico o qual
esta presente na forma nao-substituida ou substituida por radicais referidos
aqui abaixo como substituintes de R°. Um radical aromatico (radical arila) Ra
ou R4 é, mais especialmente, uma fenila, também uma naftila, tal como 1- ou
2-naftila, uma bifenilila, tal como especialmente 4-bifenilila e também uma
antrila, fluorenila e azulenila, bem como seus analogos aromaticos com um
ou mais anéis saturados, o qual esta presente na forma ndo-substituida ou
substituida por radicais referidos aqui abaixo como substituintes de R°. Ra-
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dicais aromaticos-alifaticos preferidos sdo radicais aril-alquila inferior e aril-
alquenila inferior, por exemplo, fenil-alquila inferior ou fenil-alquenila inferior
com um radical fenila terminal tal como, por exemplo, benzila, fenetila, 1-, 2-
ou 3-fenilpropila, difenilmetila (benzidrila), tritila e cinamila e também 1- ou 2-
naftiimetila. Dos radicais arila trazendo radicais aciclicos, tal como alquila
inferior, mencgao especial é feita de radicais o-, m- e p-tolila e xilila com radi-
cais metila variadamente localizados.

Um radical cicloalifatico Rs, Rs4, Rg ou Ry com até 29 atomos de
carbono é especialmente um radical cicloalquila, cicloalquenila ou cicloalca-
dienila mono-, bi- ou policiclico substituido, de preferéncia nao-substituido.
Preferéncia é por radicais com um maximo de 14, especialmente 12 atomos
de carbono no anel e 3 a 8, de preferéncia 5 a 7 e, mais especialmente, 6
elementos no anel, os quais também podem trazer um ou dois, por exemplo,
dois radicais hidrocarboneto alifatico, por exemplo, aqueles mencionados
acima, especialmente os radicais alquila inferior ou outros radicais cicloalifa-
ticos como substituintes. Substituintes preferidos sdo os sut <tituintes acicli-
cos mencionados aqui abaixo para R°.

Um radical cicloalifatico-alifatico Rs, R4, Rs ou Rjo com até 29
atomos de carbono é um radical no qual um radical aciclico, especialmente
um com um maximo de 7, de preferéncia um maximo de 4 atomos de carbo-
no, tal como especialmente metila, etila e vinila, traz um ou mais radicais
cicloalifaticos conforme definido aqui acima. Mengéo especial é feita de radi-
cais cicloalquil-alquila inferior, bem como seus analogos os quais sé@o insatu-
rados no anel e/ou na cadeia, mas sdo ndo aromaticos e os quais trazem o
anel em um atomo de carbono terminal da cadeia. Substituintes preferidos

s&o0 os substituintes aciclicos mencionados aqui abaixo para R°.
Radicais heterociclicos Rs, R4, Rg ou Ryg com até 20 atomos de

carbono cada e até 9

heteroatomos cada sao, especialmente, radicais monociclicos, mas também
bi- ou policiclicos aza-, tia-, oxa-, tiaza-, oxaza-, diaza-, triaza- ou tetrazaci-
clicos de um carater aromatico, bem como radicais heterociclicos correspon-

dentes desse tipo os quais sdo parcial ou, mais especialmente, totalmente
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saturados, esses radicais - se necessario - possivelmente trazendo outros
radicais aciclicos, carbocilicos ou heterociclicos e/ou, possivelmente, mono-,
di- ou polissubstituidos por grupos funcionais, de preferéncia aqueles men-
cionados aqui acima, como substituintes de radicais hidrocarboneto alifatico.
Mais especialmente, eles sdo radicais monociclicos nao-substituidos ou
substituidos por um atomo de nitrogénio, oxigénio ou enxofre, tal como 2-
aziridinila e, especialmente, radicais aromaticos desse tipo, tais como pirrila,
por exemplo, 2-pirrila ou 3-pirrila, piridila, por exemplo, 2-, 3- ou 4-piridila e
também tienila, por exemplo, 2- ou 3-tienila ou furila, por exemplo, 2-furila;
radicais biciclicos analogos com um atomo de oxigénio, enxofre ou nitrogé-
nio sao, por exemplo, indolila, tipicamente 2- ou 3-indolila, quinolila, tipica-
mente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila, tipicamente 3- ou 5-isoquinolila, benzo-
furanila, tipicamente 2-benzofuranila, cromenila, tipicamente 3-cromenila ou
benzotienila, tipicamente 2- ou 3-benzotienila; radicais monociclicos e bicicli-
cos preferidos com varios heteroatomos sio, por exemplo, imidazolila, tipi-
camente 2- ou 4-imidazolila, pirimidinila, tipicamente 2- ou 4-pirimidinila, o-
xazolila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipicamente 3-isoxazolila ou tia-

zolila, tipicamente 2-tiazolla e benzimidazolila, tipicamente 2-

benzimidazolila, benzoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila ou quinazolila,
tipicamente 2-quinazolinila. Radicais analogos parcial ou especialmente,
completamente saturados apropriados podem também ser considerados,
tais como radicais 2-tetrahidrofurila, 2- ou 3-pirrolidinila, 2-, 3- ou 4-piperidila
e também 2- ou 3-morfolinila, 2- ou 3-tiomorfolinila, 2-piperazinila e N-mono-
ou N,N'-bis-alquila inferior-2-piperazinila. Esses radicais também podem tra-
zer um ou mais radicais aciclicos, carbociclicos ou heterociclicos, especial-
mente aqueles mencionados acima. A valéncia livre dos radicais heterocicli-
cos Rj ou R4 deve emanar de um de seus atomos de carbono. Heterociclila
pode ser nao-substituida ou substituida por um ou mais, de preferéncia um

ou dois, dos substituintes mencionados aqui abaixo para R°.
Radicais heterociclicos-alifaticos Rs, R4, Rs ou Ry, especialmen-

te radicais alquila inferior,
especialmente com um maximo de 7, de preferéncia um maximo de 4 ato-
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mos de carbono, por exemplo, aqueles mencionados aqui acima, os quais
trazem um, dois ou mais radicais heterociclicos, por exemplo, aqueles men-
cionados no pardgrafo precedente, o anel heterociclico possivelmente sendo
ligado & cadeia alifatica também através de um de seus atomos de nitrogé-
nio. Um radical heterociclico-alifatico R referido €, por exemplo, imidazol-1-
iimetila, 4-metilpiperazin-1-iimetila, piperazin-1-ilmetila, 2-(morfolin-4-il)etila e
também pirid-3-ilmetila. Heterociclila pode ser ndo-substituida ou substituida
por um ou mais, de preferéncia um ou dois, dos substituintes mencionados

aqui abaixo para R°.
Um radical heteroalifatico Rs, R4, Rs ou Ryg com até 20 atomos

de carbono cada e até 10

heterodtomos cada é um radical alifatico o qual, ao invés de um, dois ou
mais &tomos de carbono, contém heteroatomos idénticos ou diferentes tais
como, especialmente, oxigénio, enxofre e nitrogénio. Uma disposi¢ao espe-
cialmente preferida de um radical heteroalifatico R, toma a forma de radicais
oxa-alquila nos quais um ou mais &tomos de carbono sdo substituidos, de
preferéncia, em uma alquila linear, por atomos de oxigénio, de preferéncia,
separados uns dos outros por varios (especialmente 2) atomos de carbono,
de modo que eles formam um grupo de repeticéo, se necessario, um grupo
de multirrepeticdo (O-CH,-CHz-)g, emqueg=1a7.

Especialmente preferidos como Rz, R4, Rs ou R1o, além de acila,
sdo alquila inferior, particularmente metila ou etil; alcoxicarbonil-alquila infe-
rior, especialmente metdxicarbonilmetila ou 2-(terc-butdxicarbonil)etila; car-
béxi-alquila inferior, especialmente carbdximetila ou 2-carbdxietila; ou ciano-
alquila inferior, especialmente 2-cianoetila.

Um radical acila Rs, R4, Rs, R7, Rs, Rg ou Rio com até 30 atomos
de carbono deriva de um 4acido carboxilico, funcionalmente modificado se
necessario, um acido sulfénico organico ou um acido fosférico, tal como aci-
do piro- ou ortofosférico, se necessario.

Uma acila designada Ac' e derivada de um acido carboxilico,

funcionalmente modificada se necessario €, especialmente, uma da subfér-
mula Y-C(=W)-, em que W é oxigénio, enxofre ou imino e Y & hidrogénio,



10

15

20

25

30

12

hidrocarbila R° com até 29 atomos de carbono, hidrocarbiléxi R°-O-, um gru-
po amino ou um grupo amino substituido, especialmente uma da férmula
R°HN- ou R°R°N- (em que os radicais R° podem ser idénticos ou diferentes
uns dos outros).

Hidrocarbila (radical hidrocarboneto) R° é um radical hidrocarbo-
neto aciclico (alifatico), carbociclico ou carbociclico-aciclico, com até 29 a-
tomos de carbono cada, especialmente até 18 e, de preferéncia, até 12 ato-
mos de carbono e é saturado ou insaturado, ndo-substituido ou substituido.
Ao invés de um, dois ou mais atomos de carbono, ele pode conter heteroa-
tomos idénticos ou diferentes tais como, especialmente, oxigénio, enxofre e
nitrogénio na parte aciclica e/ou ciclica; no ultimo caso, ele é descrito como
um radical heterociclico (radical heterociclila) ou um radical heterociclico-
aciclico.

Radicais insaturados sdo aqueles os quais contém uma ou mais,
especialmente ligagées multiplas isoladas e/ou conjugadas (ligagdes duplas
ou triplas). O termo radicais ciclicos também inclui radicais arométicos e ndao
aromaticos com ligagbes duplas conjugadas, por exemplo, aqueles em que
pelo menos um anel carbociclico com 6 elementos ou heterociclico com 5 a
8 elementos contém o numero maximo de ligagcbes duplas ndo cumulativas.
Radicais carbociclicos, em que pelo menos um anel esta presente como um
anel aromatico de 6 elementos (isto é, anel de benzeno) sao definidos como
radicais arila.

Um radical hidrocarboneto aciclico nao-substituido R° é, especi-
almente, um radical alquila inferior de cadeia reta ou ramificada, alquenila
inferior, alcadienila inferior ou alquinila inferior radical. Alquila inferior R® &,
por exemplo, metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, isobutila, sec-butila
ou terc-butila e também n-pentila, isopentila, n-hexila, isohexila e n-heptila;
alquenila inferior €, por exemplo, alila, propenila, isopropenila, 2- ou 3-
metalila e 2- ou 3-butenila; alcadienila inferior é, por exemplo, 1-penta-2,4-
dienila; alquinila inferior é, por exemplo, propargila ou 2-butinila. Em radicais
insaturados correspondentes, a ligacao dupla estd, especialmente, localiza-

da em uma posigao superior que nao a posicao o com relagdo a valéncia
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livre.
Um radical hidrocarboneto carbociclico R° é, especialmente, um

radical cicloalquila, cicloalquenila ou cicloalcadienila mono-, bi- ou policiclico
ou um radical arila correspondente. Preferéncia é por radicais com um ma-
ximo de 14, especialmente 12, atomos de carbono no anel e 3 a 8, de prefe-
réncia 5 a 7 e, mais especialmente, 6 elementos no anel o qual também po-
de trazer um ou mais, por exemplo, dois radicais aciclicos, por exemplo, a-
queles mencionados acima, especialmente os radicais alquila inferior ou ou-
tros radicais carbociclicos. Radicais carbociclicos-aciclicos sdo aqueles nos
quais um radical aciclico, especialmente um com um maximo de 7, de prefe-
réncia um maximo de 4 atomos de carbono tal como, especialmente, metila,
etila e vinila, traz um ou mais radicais carbociclicos, se necessario, da defini-
¢ao acima. Mencao especial é feita de radicais cicloalquila inferior e aril-
alquila inferior, bem como seus analogos os quais sao insaturados no anel
e/ou na cadeia e os quais trazem o anel no atomo de carbono terminal da
cadeia.

Cicloalquila R° tem, mais especialmente, de 3 até e incluindo 10
atomos de carbono e é, por exemplo, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila,
ciclohexila, cicloheptila e ciclooctila, bem como biciclo[2,2,2]octila,. 2-
biciclo[2,2,I]heptila e adamantila, a qual também pode ser substituida por 1,
2 ou mais, por exemplo, radicais alquila inferior, especialmente radicais meti-
la; cicloalquenila é, por exemplo, um dos radicais cicloalquila monociclicos ja
mencionados o qual traz uma ligacao dupla na posicao 1-, 2- ou 3. Cicloal-
quil-alquila inferior ou -alquenila inferior é, por exemplo, uma -metila, -1- ou -
2-etila, -1- ou -2-vinila, -1-, -2- ou -3-propila ou -alila substituida por um dos
radicais cicloalquila mencionados acima, aqueles substituidos na extremida-
de da cadeia linear sendo preferidos.

Um radical arila R° é, mais especialmente, uma fenila, também
uma naftila, tal como 1- ou 2-naftila, uma bifenilila tal como, especialmente,
4-bifenilila e também uma antrila, fluorenila e azulenila, bem como seus ana-
logos aromaticos com um ou mais anéis saturados. Radicais aril-alquila infe-

rior e -alquenila inferior preferidos sao, por exemplo, fenil-alquila inferior ou
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fenil-alquenila inferior com um radical fenila terminal tal como, por exemplo,
benzila, fenetila, 1-, 2- ou 3-fenilpropila, difenilmetila (benzidrila), tritila e ci-
namila e também 1- ou 2-naftilmetila. Arila pode ser ndo-substituida ou subs-
tituida.

Radicais heterociclicos, incluindo radicais heterociclicos-
aciclicos, sédo especialmente radicais aza-, tia-, oxa-, tiaza-, oxaza-, diaza-,
triaza- ou tetrazaciclicos monociclicos, mas também bi- ou policiclicos, de
um carater aromatico, bem como radicais heterociclicos correspondentes
desse tipo os quais sdo parcialmente ou, mais especialmente, totalmente
saturados; se necessario, por exemplo, conforme no caso dos radicais car-
bociclicos ou arila mencionados acima, esses radicais podem trazer radicais
aciclicos, carbociclicos ou heterociclicos e/ou podem ser mono-, di- ou polis-
substituidos por grupos funcionais. A parte aciclica nos radicais heterocicli-
cos-aciclicos tem, por exemplo, o significado indicado para os radicais car-
bociclicos-aciclicos correspondentes. Mais especiaimente, eles sido radicais
monociclicos ndo-substituidos ou substituidos por um atomo de nitrogénio,
oxigénio ou enxofre, tal como 2-aziridinila e, especialmente, radicais aroma-
ticos desse tipo, tais como pirrolila, por exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piri-
dila, por exemplo, 2-, 3- ou 4-piridila e também tienila, por exemplo, 2- ou 3-
tienila ou furila, por exemplo, 2-furila; radicais biciclicos analogos com um
atomo de oxigénio, enxofre ou nitrogénio sdo, por exemplo, indolila, tipica-
mente 2- ou 3-indolila, quinolila, tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila,
tipicamente 3- ou 5-isoquinolila, benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila,
cromenila, tipicamente 3-cromenila ou benzotienila, tipicamente 2- ou 3-
benzotienila; radicais monociclicos e biciclicos preferidos com varios hetero-
atomos séo, por exemplo, imidazolila, tipicamente 2-imidazolila, pirimidinila,
tipicamente 2- ou 4-pirimidinila, oxazolila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila,
tipicamente 3-isoxazolila ou tiazolila, tipicamente 2-tiazolila e benzimidazoli-
la, tipicamente 2-benzimidazolila, benzoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila
ou quinazolila, tipicamente 2-quinazolinila. Radicais analogos parcial ou, es-
pecialmente completamente saturados adequados podem também ser con-
siderados, tais como radicais 2-tetrahidrofurila, 4-tetrahidrofurila, 2- ou 3-
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pirrolidila, 2-, 3- ou 4-piperidila e também 2- ou 3-morfolinila, 2- ou 3-
tiomorfolinila, 2-piperazinila e N,N'-bis-alquil-2-piperazinila inferior. Esses
radicais podem também trazer um ou mais radicais aciclicos, carbociclicos
ou heterociclicos, especialmente aqueles mencionados aqui acima. radicais
heterociclicos-aciclicos sdo especialmente derivados de radicais aciclicos
com um maximo de 7, de preferéncia um maximo de 4 atomos de carbono,
por exemplo, aqueles mencionados aqui acima e podem trazer um, dois ou
mais radicais heterociclicos, por exemplo, aqueles mencionados aqui acima,
0 anel possivelmente sendo ligado a cadeia alifatica também através de um
de seus atomos de nitrogénio.

Conforme ja mencionado, uma hidrocarbila (incluindo uma hete-
rociclila) pode ser substituida por um, dois ou mais substituintes idénticos ou
diferentes (grupos funcionais); um ou mais dos seguintes substituintes po-
dem ser considerados: alquila inferior; grupos hidroxila livres, eterificados e
esterificados; grupos carbdxi e grupos carbdxi esterificados; mercapto- e al-
quiltio inferior €, se necessario, grupos feniltio substituidos; atomos de halo-
génio, tipicamente cloro e fluor, mas também bromo e iodo; grupos halogen-
alquila inferior, grupos oxo os quais estdo presentes na forma de grupos
formila (isto é, aldeido) e ceto, também como acetais ou cetais correspon-
dentes; grupos azido; grupos nitro; grupos ciano; grupos amino primario, se-
cundario e, de preferéncia, terciario, amino-alquila inferior, amino-alquila in-
ferior mono- ou dissubstituido, grupos amino primario ou secundario protegi-
dos por grupos de protegcao convencionais (especialmente alcoxicarbonila
inferior, tipicamente terc-butéxicarbonil-alquilenodidxi inferior € também gru-
pos sulfo funcionalmente modificados, tipicamente grupos sulfamoila ou sul-
fo presentes na forma livre ou como sais. O radical hidrocarbila pode tam-
bém trazer grupos carbamoila, ureido ou guanidino, os quais sao livres ou 0s
quais trazem um ou dois substituintes e grupos ciano. O uso acima da pala-
vra "grupos" é tomada para implicar também em um grupo individual.

Halogen-alquila inferior contém, de preferéncia, 1 a 3 atomos de

halogénio; preferida é trifluorometila ou clorometila.
Um grupo hidroxila eterificado presente na hidrocarbila como um
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substituinte é, por exemplo, um grupo alcoxi inferior, tipicamente o grupo
metoxi-, etoxi-, propoxi-, isopropdxi-, butdxi- e terc-butdxi, o qual pode tam-
bém ser substituido, especialmente por (i) heterociclila, pelo que a heteroci-
clila pode ter, de preferéncia, 4 a 12 atomos no anel, pode ser insaturada ou
parcial ou totalmente saturada, € mono- ou biciclica e pode conter até trés
heteroatomos selecionados de nitrogénio, oxigénio e enxofre e é, mais es-
pecialmente, pirrolila, por exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piridila, por e-
xemplo, 2-, 3- ou 4-piridila e também tienila, por exemplo, 2- ou 3-tienila ou
furila, por exemplo, 2-furila, indolila, tipicamente 2- ou 3-indolila, quinolila,
tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila, tipicamente 3- ou 5-isoquinolila,
benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila, cromenila, tipicamente 3-
cromenila, benzotienila, tipicamente 2- ou 3-benzotienila; imidazolila, tipica-
mente 1- ou 2-imidazolila, pirimidinila, tipicamente 2- ou 4-pirimidinila, oxazo-
lila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipicamente 3-isoxazolila, tiazolila,
tipicamente 2-tiazolila, benzimidazolila, tipicamente 2-benzimidazolila, ben-
zoxazolila, tipicamente

2-benzoxazolila, quinazolila, tipicamente 2-quinazolinila, 2-tetrahidrofurila, 4-
tetrahidrofurila, 2- ou 4-tetrahidropiranila, 1-, 2- ou 3-pirrolidila, 1-, 2-, 3- ou 4-
piperidila, 1-, 2- ou 3-morfolinila, 2- ou 3-tiomorfolinila, 2-piperazinila ou N,N'-
bis-alquila inferior-2-piperazinila; e também (ii) por atomos de halogénio, por
exemplo, mono-, di- ou polissubstituida, especiaimente na posicdo 2, con-
forme no radical 2,2,2-tricloroetéxi, 2-cloroetoxi ou 2-iodoetdxi ou (iii) por hi-
dréxi ou (iv) radicais alcéxi inferior, cada um, de preferéncia monossubstitui-
do, especialmente na posigcdo 2, conforme no radical 2-metéxietdxi. Tais
grupos hidroxila eterificado s&do também radicais fenéxi ndo-substituidos ou
substituidos e radicais fenil-alcoxi inferior tais como, especialmente, benzil-
xi, benzidriloxi e trifenilmetoxi (tritiloxi), bem como radicais heterocicliloxi, em
que a heterociclila pode ter, de preferéncia, 4 a 12 4tomos no anel, pode ser
insaturada ou parcial ou totalmente saturada, € mono- ou biciclica e pode
conter até trés heteroatomos selecionados de nitrogénio, oxigénio e enxofre
e é, mais especialmente, pirrolila, por exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piridi-
la, por exemplo, 2-, 3- ou 4-piridila e também tienila, por exemplo, 2- ou 3-
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tienila ou furila, por exemplo, 2-furila, indolila, tipicamente 2- ou 3-indolila,
quinolila, tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila, tipicamente 3- ou 5-
isoquinolila, benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila, cromenila, tipica-
mente 3-cromenila, benzotienila, tipicamente 2- ou 3-benzotienila; imidazoli-
la, tipicamente 1- ou 2-imidazolila, pirimidinila, tipicamente 2- ou 4-
pirimidinila, oxazolila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipicamente 3-
isoxazolila, tiazolila, tipicamente 2-tiazolila, benzimidazolila, tipicamente 2-
benzimidazolila, benzoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila, quinazolila, tipi-
camente 2-quinazolinila, 2-tetrahidrofurila, 4-tetrahidrofurila, 2- ou 4-
tetrahidropiranila, 1-, 2- ou 3-pirrolidila, 1-, 2-, 3- ou 4-piperidila, 1-, 2- ou 3-
morfolinila, 2- ou 3-tiomorfolinila, 2-piperazinila ou N,N'-bis-alquil-2-
piperazinila inferior; tal como especialmente 2- ou 4-tetrahidropiraniléxi.

Grupos hidroxila eterificados, nesse contexto, sdo tomados para
incluir grupos hidroxila sililada, tipicamente, por exemplo, trialquil-sililéxi infe-
rior, tipicamente trimetil-sililoxi e dimetil-terc-butil-sililéxi ou fenildi-alquil-
sililoxi inferior e ¢ Iquil-difenil-sililéxi inferior.

Um grupo hidroxila esterificado presente na hidrocarbila como
um substituinte €, por exemplo,

alcanoiloxi inferior.
Um grupo carboxila presente na hidrocarbila, como um substitu-

inte, € um no qual o &tomo de hidrogénio é substituido por um dos radicais
hidrocarbila caracterizados aqui acima, de preferéncia um radical alquila in-
ferior ou fenil-alquila inferior; um exemplo de um grupo carboxila esterificado
é alcoxicarbonila inferior ou fenil-alcéxicarbonila inferior substituida, se ne-
cessario, na parte fenila, especiaimente o grupo metéxi, etdxi, terc-butdxi e
benzildxicarbonila, bem como um grupo carboxila lactonisado.

Um grupo amino primario -NH,, como um substituinte das hidro-
carbilas, pode também estar presente em uma forma protegida por um grupo
de protegao convencional. Um grupo amino secundario traz, ao invés de um
dos dois atomos de hidrogénio, um radical hidrocarbila, de preferéncia um
nao-substituido, tipicamente um dos acima mencionados, especialmente

alquila inferior e pode também estar presente na forma protegida.
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Um grupo amino terciario presente na hidrocarbila como um
substituinte traz 2 radicais hidrocarbila diferentes ou, de preferéncia, idénti-
cos (incluindo os radicais heterociclicos), tais como os radicais hidrocarbila
nao-substituidos caracterizados aqui acima, especialmente alquila inferior.

Um grupo amino preferido é um com a férmula Rq1(Ri2)N-, em
que Ri1 e Ry2 sdo, independentemente em cada caso, hidrogénio, C;-C-
hidrocarbila aciclica ndo-substituida (tal como especialmente C;-Cjalquila ou
C>-Caalquenila) ou arila monociclica, aralquila ou aralquenila substituidas, se
necessario, por C-Cys-alquila, C1-Cy4-alcéxi, halogénio e/ou nitro e tendo um
maximo de 10 atomos de carbono, onde os radicais contendo carbono po-
dem ser interligados através de uma ligagado carbono-carbono ou um atomo
de oxigénio, um atomo de enxofre ou um atomo de nitrogénio substituido, se
necessario, por hidrocarbila. Em tal caso, eles formam um anel heterociclico
contendo nitrogénio com o atomo de nitrogénio do grupo amino. Os seguin-
tes sdo exemplos de grupos amino dissubstituidos especialmente preferidos:
di-alquilamino inferior, tipicamente dimetilamino ou dietilamino, pirrolidino,
imidazol-1-ila, piperidino, piperazino, 4-alquilpiperazino inferior, morfolino,
tiomorfolino e piperazino ou 4-metilpiperazino, bem como difenilamino e di-
benzilamino substituido, se necessario, especialmente na parte fenila, por
exemplo, por alquila inferior, alcéxi inferior, halogénio e/ou; dos grupos pro-

tegidos, especialmente alcdxicarbonilamino inferior, tipicamente terc-

butéxicarbonilamino, fenil-alcoxicarbonilamino inferior, tipicamente 4-
metdxibenzildxicarbonilamino e 9-fluorenilmetéxicarbonilamino.

Amino-alquila inferior é, mais especialmente, substituida na po-
sicao 1 da cadeia alquila inferior por amino e é especialmente aminometila.

Amino-alquila inferior mono- ou dissubstituida € amino-alquila
inferior substituida por um ou dois radicais, em que amino-alquila inferior é,
mais especiaimente, substituida por amino na posigdo 1 da cadeia alquila
inferior e €, especialmente, aminometila; os substituintes amino aqui sédo, de
preferéncia (se 2 substituintes estdo presentes no respectivo grupo amino,
independentemente um do outro) do grupo compreendendo alquila inferior,

tal como especialmente metila, etila ou n-propila, hidréxi-alquila inferior, tipi-
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camente 2-hidroxietila, Cs-Cgcicloalquila, especialmente ciclohexila, amino-
alquila inferior, tipicamente 3-aminopropila ou 4-aminobutila, N-mono- ou
N,N-di(alquil)-amino-alquila inferior, tipicamente 3-(N,N-dimetilamino)propila,
amino, N-mono- ou N,N-di-alquilamino inferior e N-mono- ou N,N-di-(hidréxi-
alquil)amino inferior.

Amino-alquila inferior dissubstituida é também uma heterociclila
de 5 ou 6 elementos, saturada ou insaturada ligada a alquila inferior via um
atomo de nitrogénio (de preferéncia na posicdo 1) e tendo 0 a 2, especial-
mente O ou 1, de outros heteroatomos selecionados de oxigénio, nitrogénio e
enxofre, a qual é ndo-substituida ou substituida, especialmente por um ou
dois radicais do grupo compreendendo alquila inferior, tipicamente metila e
também oxo. Preferidos aqui sao pirrolidino (1-pirrolidinila), piperidino (1-
piperidinila), piperazino (1-piperazinila), 4-alquilpiperazino inferior, tipicamen-
te 4-metilpiperazino, imidazolino (1-imidazolila), morfolino (4-morfolinila) ou
também tiomorfolino, S-oxo-tio-morfolino ou S,S-dioxotiomorfolino.

Alquilenodiéxi ir ferior é, especialmente, metilenodiéxi.

Um grupo carbamoila trazendo um ou dois substituintes &, espe-
cialmente, aminocarbonila
(carbamoila) a qual é substituida por um ou dois radicais no nitrogénio; os
substituintes amino aqui sao, de preferéncia, (se 2 substituintes estao pre-
sentes no respectivo grupo amino, independentemente um do outro) do gru-
po compreendendo alquila inferior, tal como especialmente metila, etila ou n-
propila, hidréxi-alquila inferior, tipicamente 2-hidréxietila, Cz-Cgcicloalquila,
especialmente ciclohexila, amino-alquila inferior, tipicamente 3-aminopropila
ou 4-aminobutila, N-mono- ou N,N-di(alquil)-amino-alquila inferior, tipicamen-
te 3-(N,N-dimetilamino)propila, amino, N-mono- ou N,N-di-alquilamino inferi-
or € N-mono- ou N,N-di-(hidréxi-alquil)Jamino inferior; amino dissubstituido
em aminocarbamoila é também uma heterociclila com 5 ou 6 elementos,
saturada ou insaturada com um atomo de nitrogénio de ligacao e 0 a 2, es-
pecialmente O ou 1, de outros heteroatomos selecionados de oxigénio, nitro-
génio e enxofre, a qual é ndo-substituida ou substituida, especiaimente por

um ou dois radicais do grupo compreendendo alquila inferior, tipicamente
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metila e também oxo. Preferidos aqui sao pirrolidino (1-pirrolidinila), piperidi-
no (1-piperidinila), piperazino (1-piperazinila), 4-alquilpiperazino inferior, tipi-
imidazolino (1-imidazolila), morfolino (4-
S-oxo-tio-morfolino ou S,S-

camente 4-metilpiperazino,
morfolinila) ou também tiomorfolino,

dioxotiomorfolino.
Uma acila derivada de um &cido sulfénico organico, a qual é de-

signada Ac? é, especialmente, uma com a subférmula R°-SO2-, em que R° é
uma hidrocarbila conforme definido acima nos significados gerais e especifi-
cos, a ultima também sendo geralmente preferida aqui. Especialmente prefe-
rida € uma alquilfenil-sulfonila inferior, especialmente 4-tolueno-sulfonila.
Uma acila derivada de acido fosférico, esterificada se necessa-
rio, a qual é atribuida com Ac® é, especialmente, uma com a subférmula R*
O(R°O)P(=0)-, em que os radicais R° sdo, independentemente uns dos ou-
tros, conforme definido nos significados gerais e especificos indicados aci-

ma.
Dados reduzidos sobre cubstituintes fornecidos aqui &ntes e aqui

depois sao considerados como sendo preferéncias.
Compostos preferidos de acordo com a invengido sao, por e-
xemplo, aqueles em que R° tem os seguintes significados preferidos: alquila
inferior, especialmente metila ou etila, amino-alquila inferior, em que o grupo
amino é nao protegido ou protegido por um grupo de amino prote¢dao con-
vencional - especialmente por alcoxicarbonila inferior, tipicamente terc-
alcoxicarbonila inferior, por exemplo, terc-butdxicarbonila - por exemplo, a-
minometila, R,S-, R- ou, de preferéncia, S-1-aminoetila, terc-

butéxicarbonilaminometila ou R,S-, R- ou, de preferéncia, S-l-(terc-

butéxicarbonilamino)etila, carbdxi-alquila inferior, tipicamente 2-carbdxietila,
alcoxicarbonil-alquila inferior, tipicamente 2-(terc-butéxicarbonil)etila, ciano-
alquila inferior, tipicamente 2-cianoetila, tetrahidropiranildxi-alquila inferior,
tipicamente 4-(tetrahidropiranil)-6ximetila, morfolino-alquila inferior, tipica-
mente 2-(morfolino)etila, fenila, alquilfenila inferior, tipicamente 4-metilfenila,
alcéxifenila inferior, tipicamente 4-metdxifenila, imidazolil-alcoxifenila inferior,
tipicamente 4-2-(imidazol-1-il)etil)éxifenila, carbdxifenila, tipicamente 4-
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carboxifenila, alcoxicarbonilfenila inferior, tipicamente 4-etéxicarbonilfenila ou
4-metoxifenila, halogen-alquilfenila inferior, tipicamente 4-clorometilfenila,
pirrolidinofenila, tipicamente 4-pirrolidinofenila, imidazol-1-ilfenila, tipicamente
4-(imidazolil-1-il)fenila, piperazinofenila, tipicamente 4-piperazinofenila, (4-
alquilpiperazino)fenila inferior, tipicamente 4-(4-metilpiperazino)fenila, morfo-
linofenila, tipicamente 4-morfolinofenila, pirrolidino-alquilfenila inferior, tipi-
camente 4-pirrolidinometilfenila, imidazol-1-il-alquilfenila inferior, tipicamente
4-(imidazolil-1-ilmetil)fenila, piperazino-alquilfenila inferior, tipicamente 4-
piperazinometilfenila, (4-alquilpiperazinometil)-fenila inferior, tipicamente 4-
(4-metilpiperazinometil)fenila, morfolino-alquilfenila inferior, tipicamente 4-
morfolinometilfenila, piperazinocarbonilfenila, tipicamente 4-
piperazinocarbonilfenila ou (4-alquilpiperazino)fenila inferior, tipicamente 4-
(4-metilpiperazino)fenila.

Radicais acila Ac' preferidos sao radicais acila de um &cido car-
boxilico os quais sdo caracterizados pela subféormula R°-CO-, em que R°
tem um dos significados gerais e preferidos acima do radical hidrocarbila R°.
Radicais especialmente preferidos R° aqui sao alquila inferior, especialmente
metila ou etila, amino-alquila inferior, em que o grupo amino é nao protegido
ou protegido por um grupo de amino prote¢cdo convencional, especialmente
por alcoxicarbonila inferior, tipicamente terc-alcoxicarbonila inferior, por e-
xemplo, terc-butdxicarbonila, por exemplo, aminometila, R,S-, R- ou, de pre-
feréncia, S-1-aminoetila, terc-butéxicarbonilaminometila ou R,S-, R- ou, de
preferéncia, S-I-(terc-butdxicarbonilamino)etila, carbdxi-alquila inferior, tipi-
camente 2-carbOxietila, alcéxicarbonil-alquila inferior, tipicamente 2-(terc-
butdxicarbonil)etila, tetrahidropiranildxi-alquila inferior, tipicamente 4-
(tetrahidropiranil)oximetila, fenila, imidazolil-alcéxifenila inferior, tipicamente
4-[2-(imidazol-1-il)etil]éxifenila, carbdxifenila, tipicamente 4-carbéxifenila, al-
coxi carbonilfenila inferior, tipicamente 4-etdxicarbonilfenila, halogen-
alquilfenila inferior, tipicamente 4-clorometilfenila, imidazol-1-ilfenila, tipica-
mente 4-(imidazolil-1-il)fenila, pirrolidino-alquilfenila inferior, tipicamente 4-
pirrolidinometilfenila,  piperazino-alquilfenila  inferior, tipicamente 4-
piperazinometilfenila, (4-alquilpiperazinometil)fenila inferior, tipicamente 4-(4-
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tipicamente 4-
4-

metilpiperazinometil)fenila, morfolino-alquilfenila inferior,
morfolinometilfenila, piperazinocarbonilfenila, tipicamente
piperazinocarbonilfenila ou (4-alquilpiperazino)fenila inferior, tipicamente 4-
(4-metilpiperazino)fenila.

Uma outra acila Ac' preferida é derivada de monoésteres de &aci-
do carbdnico e é caracterizada pela subférmula R°-O-CO-. Os radicais alqui-
la inferior, especialmente terc-butila, sdo radicais hidrocarbila especialmente
preferidos R° nesses derivados.

Outra acila Ac' preferida é derivada de aminas de acido carbdni-
co (ou também acido tiocarbbénico) e é caracterizada pela formula R°HN-
C(=W)- ou R°R°N-C(=W)-, em que os radicais R° sdo, independentemente
uns dos outros, conforme definido acima e W é enxofre e, especialmente,
oxigénio. Em particular, compostos sdo preferidos em que Ac' é um radical
de formula R°KN-C(=W)-, em que W é oxigénio e R° tem um dos seguintes
significados preferidos: morfolino-alquila inferior, tipicamente 2-morfolinoetila,
fenila, alcoxifenila inferior, tipicamente 4-metdxifenila ou 4-etdxi-fenila, car-
béxifenila, tipicamente 4-carbéxifenila ou alcéxicarbonilfenila inferior, tipica-
mente 4-etdxicarbonilfenila.

Uma acila preferida Ac? de subférmula R°-SO,-, em que R° é
uma hidrocarbila conforme definido nos significados gerais e especificos a-
cima, é alquilfenil-sulfonila inferior, tipicamente 4-tolueno-sulfonila.

Se p € 0, o atomo de nitrogénio que liga Rs é ndo carregado. Se
p € 1, entao, R4 deve também estar presente e o atomo de nitrogénio que
liga Rz e R4 (nitrogénio quaternario) &, entao, positivamente carregado.

As definigdes para um radical alifatico, carbociclico ou carboci-
clico-alifatico com até 29 atomos de carbono cada ou um radical heterocicli-
co ou heterociclico-alifatico com até 20 4&tomos de carbono cada e até 9 he-
teroatomos cada ou acila com até 30 atomos de carbono cada, de preferén-
cia, sdo equivalentes as definigcdes fornecidas para os radicais Rs e R, cor-
respondentes. Especialmente preferido é Rs alquila inferior, especialmente

metila ou, mais especialmente, hidrogénio.
Z é, especialmente, alquila inferior, mais especialmente metila
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ou hidrogénio.
Se as duas ligagbes indicadas por linhas onduladas estao fal-

tando no anel A, entdo, nenhuma ligagéo dupla (derivados tetrahidrogena-
dos) esta presente entre os atomos de carbono caracterizados na férmula |
pelos numeros 1, 2, 3 e 4, mas apenas ligagdes simples, enquanto que o
anel B é aromatico (ligagbes duplas entre os atomos de carbono caracteri-
zados na formula | por 8 e 9 e aqueles caracterizados por 10 e 11). Se as
duas ligagbes indicadas por linhas onduladas estido faltando no anel B, en-
tao, nenhuma ligagéo dupla (derivados tetrahidrogenados) estao presentes
entre os atomos de carbono caracterizados na férmula | pelos numeros 8, 9,
10 e 11, mas apenas ligagoes simples, enquanto que o anel A é aromatico
(ligagdes duplas entre os atomos de carbono caracterizados na férmula | por
1 e 2 e aqueles caracterizados por 3 e 4). Se o total de quatro ligagdes du-
plas indicadas por linhas onduladas estdo faltando nos anéis A e B e sédo
substituidas por um total de 8 atomos de hidrogénio, entdao, nenhuma ligagdo
dupla (derivados octa-hidrogenados) cstd presente nos atomos de c::bono
numerados 1, 2, 3,4, 8, 9, 10 e 11 na férmula I, mas apenas ligagdes sim-
ples.

Por sua natureza, os compostos da invengdo também podem
estar presentes na forma de sais farmacéutica, isto é, fisiologicamente acei-
taveis, contanto que eles contenham grupos de formacéao de sal. Para isola-
mento e purificagéo, sais farmaceuticamente inaceitaveis também podem ser
usados. Para uso terapéutico, apenas sais farmaceuticamente aceitaveis
sao usados e esses sais sao preferidos.

Assim, compostos de férmula | tendo grupos acidos livres, por
exemplo, um grupo sulfo, fosforila ou carboxila livre, podem existir como um
sal, de preferéncia como um sal fisiologicamente aceitavel, com um compo-
nente basico de formagdo de sal. Esses podem ser primariamente sais de
metal ou amonio, tais como sais de metal alcalino ou metal alcalino terroso,
por exemplo, sais de sédio, potassio, magnésio ou calcio ou sais de amdnio
com amoénia ou aminas organicas adequadas, especialmente monoaminas
terciarias e bases heterociclicas, por exemplo, trietilamina, tri-(2-hidroxietil)-
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amina, N-etilpiperidina ou N,N'-dimetilpiperazina.
Compostos da invengdo tendo um carater basico também po-
dem existir como sais de adi¢ao, especialmente como sais de adicdo de Aci-
do com acidos inorganicos e organicos, mas também como sais quaterna-
rios. Assim, por exemplo, compostos os quais tém um grupo basico, tal co-
mo um grupo amino, como um substituinte podem formar sais de adicdo de
acido com acidos comuns. Acidos adequados sao, por exemplo, acidos hi-
dro-halicos, por exemplo, acido cloridrico e hidrobrédmico, acido sulfurico,
acido fosforico, acido nitrico ou acido perclérico ou acidos carboxilicos ou
sulfénicos alifaticos, aliciclicos, aromaticos ou heterociclicos, tais como acido
formico, aceético, propibnico, succinico, glicdlico, lactico, malico, tartarico,
citrico, fumarico, maleico, hidroximaleico, oxalico, pirtvico, fenilacético, ben-
zdico, p-aminobenzédico, antranilico, p-hidréxibenzoico, salicilico, p-amino-
salicilico, pamoico, metano-sulfénico, etano-sulfénico, hidréxietano-sulfénico,
halobenzeno-sulfénico, tolueno-sulfénico, naftaleno-

etilenodi-sulfénico,
sulfénico ou &cido sulfanilico e tambén. metionina, triptofano, lisina ou argi-

nina, bem como acido ascérbico.
Em vista da relagdo intima entre os compostos (especialmente

de férmula 1) na forma livre e na forma de seis sais, incluindo aqueles sais
que podem ser usados como intermediarios, por exemplo, na purificacdo ou
identificagdo dos novos compostos e de seus solvatos, qualquer referéncia
aqui antes e aqui depois aos compostos livres deve ser entendida como se
referindo também aos sais e solvatos correspondentes dos mesmos, por
exemplo, hidratos, conforme apropriado e expediente.

Os compostos de férmula A, B, C, D, I, Il, 11, IV, V ou VI, especi-
almente aqueles em que Rs é hidrogénio, possuem propriedades farmacold-
gicas valiosas.

No caso dos grupos de radicais ou compostos mencionados aqui
antes e aqui depois, as definigdes gerais podem, conforme apropriado e ex-
pediente, ser substituidas por defini¢gdes mais especificas estabelecidas aqui

antes e aqui depois.
Preferéncia é dada a compostos de férmuila I, II, Il1, IV, V, VI em
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que:
Ry e Rz sao, independentemente um do outro, alquila inferior,

alquila inferior substituida por halogénio, Ce-Cyaarila, hidroxi, alcoxi inferior,
fenil-alcoxi inferior, fenildxi, alcanoildxi inferior, benzoiléxi, amino, alquilamino
inferior, alcanoilamino inferior, fenil-alquilamino inferior, N,N-di-alquilamino
inferior, N,N-di-(fenilalquil)lamino inferior, ciano, mercapto, alquiltio inferior,
carboxi, alcoxicarbonila inferior, carbamoila, N-alquilcarbamoila inferior, N,N-
di-alquilcarbamoila inferior, sulfo, alcano-sulfonila inferior, alcéxi-sulfonila
inferior, amino-sulfonila, N-alquilamino-sulfonila inferior ou N,N-di-
alquilamino-sulfonila inferior; halogénio; alcéxi inferior; Ce-Cqaarildxi; Ce-
Ciaaril-alcoxi inferior; alcanoildxi inferior; Ce-Cqaarilcarbonildxi; amino monos-
substituido ou dissubstituido por alquila inferior, Ce-Csarila, Ce-Cyaaril-alquila
inferior, alcanoila inferior ou Ce-Ciarilcarbonila; ciano; nitro; mercapto; al-
quiltio inferior; Ce-Caariltio; Ce-Ciaaril-alquiltio inferior; alcanoiltio inferior; Ce-
Ciaaril-alcanoiltio inferior; carbdxi; alcdxicarbonila inferior, Cg-Cisaril-alcoxi
carbonila inferior; Cg-Cysariléxicarbonila; carbamoila; carbamoila N-mono- ou
N,N-dissubstituida por alquila inferior, Cs-Csarila ou Ce-Cyqaril-alquila inferi-
or; sulfo; Ce-Cyaaril-sulfonila; Ce-Cqaaril-alcano-sulfonila inferior; alcano-
sulfonila inferior; ou amino-sulfonila N-mono- ou N,N-dissubstituida por alqui-
la inferior, Ce-Cyaarila ou Ce-Craaril-alquila inferior, em que Cg-Ciqarila € um
radical arila com 6 a 12 atomos de carbono no sistema de anel, o qual pode
ser ndo-substituido ou substituido por halogénio, fenila ou naftila, hidréxi,
alcoxi inferior, fenil-alcoxi inferior, fenildxi, alcanoildxi inferior, benzoildxi, a-
mino, alquilamino inferior, alcanoilamino inferior, fenil-alquilamino inferior,
N,N-di-alquilamino inferior, N,N-di-(fenil-alquil)amino inferior, ciano, mercap-
to, alquiltio inferior, carbdxi, alcédxicarbonila inferior, carbamoila, N-
alquilcarbamoila inferior, N,N-di-alquilcarbamoila inferior, sulfo, alcano-
sulfonila inferior, alcéxi-sulfonila inferior, amino-sulfonila, N-alquilamino-
sulfonila inferior ou N,N-di-alquilamino-sulfonila inferior;

n e m s&o, independentemente um do outro, 0 ou 1 ou 2, de pre-

feréncia O;
Rs, R4, Rs, Ry sé@o, independentemente uns dos outros, hidro-
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génio, alquila inferior, alquenila inferior ou alcadienila inferior os quais s&o,
cada um, nao-substituidos ou monossubstituidos ou polissubstituidos, de
preferéncia monossubstituidos ou dissubstituidos por um substituinte inde-
pendentemente selecionado de alquila inferior; hidréxi; alcéxi inferior, o qual
pode ser nao-substituido ou mono-, di- ou tri-substituido por (i) heterociclila
com 4 a 12 atomos no anel, o qual pode ser insaturado, totalmente saturado
ou parcialmente saturado, € monociclico ou biciclico e pode conter até trés
heteroatomos selecionados de nitrogénio, oxigénio e enxofre e é, mais es-
pecialmente, pirrolila, por exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piridila, por e-
xemplo, 2-, 3- ou 4-piridila ou, em um sentido mais amplo, também tienila,
por exemplo, 2- ou 3-tienila ou furila, por exemplo, 2-furila, indolila, tipica-
mente 2- ou 3-indolila, quinolila, tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila,
tipicamente 3- ou 5-isoquinolila, benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila,
cromenila, tipicamente 3-cromenila, benzotienila, tipicamente 2- ou 3-
benzotienila; imidazolila, tipicamente 1- ou 2-imidazolila, pirimidinila, tipica-
mente 2- ou 4-pirimidinila, oxazolila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipi-
camente 3-isoxazolila, tiazolila, tipicamente 2-tiazolila, benzimidazolila, tipi-
camente 2-benzimidazolila, benzoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila, qui-
nazolila, tipicamente 2-quinazolinila, 2-tetrahidrofurila, 4-tetrahidrofurila, 4-
tetrahidropiranila, 1-, 2- ou 3-pirrolidila, 1-, 2-, 3- ou 4-piperidila, 1-, 2- ou 3-
morfolinila, 2- ou 3-tiomorfolinila, 2-piperazinila ou N,N'-bis-alquil-2-
piperazinila inferior, (ii) por halogénio, (iii) por hidréxi ou (iv) por alcoxi inferi-
or; fendxi; fenil-alcoxi inferior; heterocicliloxi, em que heterociclila é pirrolila,
por exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piridila, por exemplo, 2-, 3- ou 4-piridila
ou, em um sentido mais amplo, também tienila, por exemplo, 2- ou 3-tienila
ou furila, por exemplo, 2-furila, indolila, tipicamente 2- ou 3-indolila, quinolila,
tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila, tipicamente 3- ou 5-isoquinolila,
benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila, cromenila, tipicamente 3-
cromenila, benzotienila, tipicamente 2- ou 3-benzotienila; imidazolila, tipica-
mente 1- ou 2-imidazolila, pirimidinila, tipicamente 2- ou 4-pirimidinila, oxazo-
lila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipicamente 3-isoxazolila, tiazolila,

tipicamente 2-tiazolila, benzimidazolila, tipicamente 2-benzimidazolila, ben-
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zoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila, quinazolila, tipicamente 2-
quinazolinila, 2-tetrahidrofurila, 4-tetrahidrofurila, 2- ou 4-tetrahidropiranila, 1-
, 2- ou 3-pirrolidila, 1-, 2-, 3- ou 4-piperidila, 1-, 2- ou 3-morfolinila, 2- ou 3-
tiomorfolinila, 2-piperazinila ou N,N'-bis-alquil-2-piperazinila inferior, tal como
especialmente 2- ou 4-tetrahidropiranildxi; alcanoildxi inferior; carbéxi; alcod-
xicarbonila inferior; fenil-alcéxicarbonila inferior; mercapto; alquiltio inferior;
feniltio; halogénio; halogen-alquila inferior; oxo (exceto na posicao 1, caso
contrario, acila); azido; nitro; ciano; amino; mono-alquilamino inferior; di-
alquilamino inferior; pirrolidino; imidazol-1-ila; piperidino; piperazino; 4-
alquilpiperazino inferior; morfolino; tiomorfolino; difenilamino ou dibenzilami-
no nao-substituido ou substituido na parte fenila por alquila inferior, alcoxi
inferior, halogénio e/ou nitro; alcdxicarbonilamino inferior; fenil-
alcoxicarbonilamino inferior ndo-substituido ou substituido na parte fenila por
alquila inferior ou alcoxi inferior; fluorenilmetdxicarbonilamino; amino-alquila
inferior; amino-alquila inferior monossubstituida ou dissubstituida, em que o
substituinte amino é selecionado de alquila inferior, hidréxi-alquila inferior,
Cs-Cgceicloalquila, amino-alquila inferior, N-mono- ou N,N-di(-alquila inferi-
or)amino-alquila inferior, amino, N-mono- ou N,N-di-alquilamino inferior e N-
mono- ou N,N-di-(hidroxi-alquil)amino inferior; pirrolidino-alquila inferior; pipe-
ridino-alquila inferior; piperazino-alquila inferior; 4-alquilpiperazino-alquila
inferior; imidazol-1-il-alquila inferior; morfolino-alquila inferior; tiomorfolino-
alquila inferior; S-oxo-tiomorfolino-alquila inferior; S,S-dioxotiomorfolino-
alquila inferior; alquilendiéxi inferior; sulfamoila; sulfo; carbamoila; ureido;
guanidino; ciano; aminocarbonila (carbamoila) e aminocarboniléxi, os quais
sao substituidos por um ou dois radicais sobre o nitrogénio, em que 0s subs-
tituintes amino sé@o selecionados, independentemente uns dos outros, do
grupo compreendendo alquila inferior, hidroxi-alquila inferior, Cgs-
Cscicloalquila, amino-alquila inferior, N-mono- ou N,N-di(-alquil)amino-alquila
inferior, amino, N-mono- ou N,N-di-alquilamino inferior e N-mono- ou N,N-di-
(hidréxi-alquil)amino inferior; pirrolidinocarbonila; piperidinocarbonila; pipera-
zinocarbonila; 4-alquilpiperazinocarbonila inferior; imidazolinocarbonila; mor-

folinocarbonila; tiomorfolinocarbonila; S-oxo-tiomorfolinocarbonila; e S,S-
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dioxotiomorfolino;
fenila, naftila, fenil-alquila inferior ou fenil-alquenila inferior com

um radical fenila terminal, a qual é nao-substituida ou monossubstituida ou
dissubstituida pelos radicais mencionados acima como substituintes de al-
quila inferior, alquenila inferior ou alcadienila inferior;

ou heterociclil-alquila inferior, em que heterociclila é pirrolila, por
exemplo, 2-pirrolila ou 3-pirrolila, piridila, por exemplo, 2-, 3- ou 4-piridila ou,
em um sentido mais amplo, também tienila, por exemplo, 2- ou 3-tienila ou
furila, por exemplo, 2-furila, indolila, tipicamente 2- ou 3-indolila, quinolila,
tipicamente 2- ou 4-quinolila, isoquinolila, tipicamente 3- ou 5-isoquinolila,
benzofuranila, tipicamente 2-benzofuranila, cromenila, tipicamente 3-
cromenila, benzotienila, tipicamente 2- ou 3-benzotienila; imidazolila, tipica-
mente 1- ou 2-imidazolila, pirimidinila, tipicamente 2- ou 4-pirimidinila, oxazo-
lila, tipicamente 2-oxazolila, isoxazolila, tipicamente 3-isoxazolila, tiazolila,
tipicamente 2-tiazolila, benzimidazolila, tipicamente 2-benzimidazolila, ben-

zoxazolila, tipicamente 2-benzoxazolila, quinazolila, tipicar.ente 2-

quinazolinila, 2-tetrahidrofurila, 4-tetrahidrofurila, 2- ou 4-tetrahidropiranila, 1-
, 2- ou 3-pirrolidila, 1-, 2-, 3- ou 4-piperidila, 1-, 2- ou 3-morfolinila, 2- ou 3-
tiomorfolinila, 2-piperazinila ou N,N'-bis-alquila inferior-2-piperazinila os
quais, em cada caso, sao nao-substituidos ou monossubstituidos ou dis-
substituidos pelos radicais mencionados acima como substituintes de alquila
inferior, alquenila inferior ou alcadienila inferior;

ou acila da subférmula Y-C(=W)-, em que W é oxigénio e Y é

hidrogénio, R°, R°-O-, R°HN- ou R°R°N- (em que os radicais R° podem ser
0s mesmos ou diferentes),
ou

acila da subférmuia R°-SO,-,
pelo que R4 pode também estar ausente para o composto de

férmula ll;

ou
Rs esta ausente para compostos de formula I, hidrogénio ou

CHg3 para compostos de formula | e
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R3 é acila da subférmula Y-C(=W)-, em que W é oxigénio e Y é
hidrogénio, R°, R°-O-, R°HN- ou R°R°N- (em que os radicais R° podem ser
0s mesmos ou diferentes),

ou

é acila da subférmula R°-SO.-,

em que R°, nos referidos radicais, tem os seguintes significados:
alquila inferior ndo-substituida ou substituida, especialmente metila ou etila,
amino-alquilhidroxi-alquila inferior, em que o grupo amino é nao protegido ou
é protegido por um grupo de amino protegdo convencional - especialmente
por alcoxicarbonila inferior, tipicamente terc-alcoxicarbonila inferior, por e-
xemplo, terc-butdxicarbonila - por exemplo, aminometila, R,S-, R- ou, de pre-
feréncia, S-1-aminoetila, terc-butéxicarbonilaminometila ou R,S-, R- ou, de
preferéncia, S-I-(terc-butdxicarbonilamino)etila, carboéxi-alquila inferior, tipi-
camente 2-carboxietila, alcdxicarbonil-alquila inferior, tipicamente 2-(terc-
butdxicarbonil)etila, ciano-alquila inferior, tipicamente 2-cianoetila, tetrahidro-
piraniloxi-alquila inferior, tipicamente 4-(tetrahidropirenil)éximetila, morfolino-
alquila inferior, tipicamente 2-(morfolino)etila, fenila, alquilfenila inferior, tipi-
camente 4-metilfenila, alcoxifenila inferior, tipicamente 4-metédxifenila, imida-
zolil-alcoxifenila inferior, tipicamente 4-2-(imidazol-1-il)etil)éxifenila, carboxi-
fenila, tipicamente 4-carbdxifenila, alcéxi carbonilfenila inferior, tipicamente
4-etoxicarbonilfenila ou 4-metoéxifenila, halogen-alquilfenila inferior, tipica-
mente 4-clorometilfenila, pirrolidinofenila, tipicamente 4-pirrolidinofenila, imi-
dazol-1-ilfenila, tipicamente 4-(imidazolil-1-il)fenila, piperazinofenila, tipica-
mente 4-piperazinofenila, (4-alquilpiperazino)fenila inferior, tipicamente 4-(4-
metilpiperazino)fenila, morfolinofenila, tipicamente 4-morfolinofenila, pirrolidi-

no-alquilfenila inferior, tipicamente 4-pirrolidinometilfenila, imidazol-1-il-

alquilfenila inferior, tipicamente 4-(imidazolil-1-ilmetil)fenila, piperazino-

alquilfenila inferior, tipicamente 4-piperazinometilfenila, (4-

alquilpiperazinometil)-fenila inferior, tipicamente 4-(4-

metilpiperazinometil)fenila, morfolino-alquilfenila inferior,
tipicamente 4-

tipicamente 4-

morfolinometilfenila, piperazinocarbonilfenila,
piperazinocarbonilfenila ou (4-alquilpiperazino)fenila inferior, tipicamente 4-
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(4-metilpiperazino)fenila.

p é 0 se R, esta ausente ou é 1 se Rs e R, estdo ambos presen-

tes e, em cada caso, sao um dos radicais antes mencionados (para compos-
tos de féormula I1);

Rs é hidrogénio ou alquila inferior, especialmente hidrogénio,

X significa 2 dtomos de hidrogénio, O ou 1 atomo de hidrogénio
e hidréxi; ou 1 atomo de hidrogénio e alcoxi inferior;

Z é hidrogénio ou especialmente alquila inferior, mais especial-
mente metila;

e, para compostos da formula ll, as duas ligagbes caracterizadas
por linhas onduladas estao, de preferéncia, ausentes no anel A e sdo substi-
tuidas por 4 atomos de hidrogénio e as duas linhas onduladas no anel B ca-
da, junto com a respectiva ligagdo paralela, significam uma ligacédo dupla;

ou também as duas ligagdes caracterizadas por linhas ondula-
das estdo ausentes no anel B e sdo substituidas por um total de 4 atomos de
hidrogénio e as duas linhas onduladas no anel A cada, junto com a respecti-
va ligagdo paralela, significam uma ligagao dupla;

ou, no anel A e no anel B, todas as 4 ligagdes onduladas estao
ausentes e sao substituidas por um
total de 8 atomos de hidrogénio;

ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formagédo de

sal estéa presente.
Preferéncia particular ¢ dada a um composto de féormula | em

que:
m e n sao cada O;
Rs; e R4 s&o, independentemente um do outro, hidrogénio, alqui-

la inferior ndo-substituida ou mono- ou dissubstituida, especiaimente mo-
nossubstituida, por radicais independentemente selecionados um do outro
de carboxi; alcoxi carbonila inferior; e ciano;

ou
R, é hidrogénio ou -CHz e
R; é conforme definido acima ou, de preferéncia, Ra € acila da
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subféormula R°-CO, em que R° é alquila inferior; amino-alquila inferior, em
que 0 grupo amino esta presente na forma nao-protegida ou é protegido por
alcoxi carbonila inferior; tetrahidropiranildxi-alquila inferior; fenila; imidazolil-
alcéxifenila inferior; carboxifenila; alcoxi carbonilfenila inferior; halogen-
alquilfenila inferior; imidazol-1-ilfenila; pirrolidino-alquilfenila inferior; piperazi-
no-alquilfenila inferior; (4-alquilpiperazinometil)fenila inferior; morfolino-
alquilfenila inferior; piperazinocarbonilfenila; ou (4-alquilpiperazino)fenila infe-
rior;

ou é acila da subférmula R°-0-CO-, em que R° é alquila inferior;

ou é acila da subférmula R°HN-C(=W)-, em que W é oxigénio e
R° tem os seguintes significados: morfolino-alquila inferior, fenila, alcoxifenila

inferior, carboxifenila ou alcéxi carbonilfenila inferior;
ou Rz é alquilfenil-sulfonila inferior, tipicamente 4-tolueno-

sulfonila;

outros exemplos especificos de grupos R3 preferidos sdo descri-
tos abaixo para os compocstos preferidos de férmula ll,

Rs € hidrogénio ou alquila inferior, especialmente hidrogénio,

X significa 2 &tomos de hidrogénio ou O;

Z é metila ou hidrogénio;

ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formagao de

sal esta presente.
Preferéncia particular € dada a um composto de férmula Il em

que:
m e n sdo, cada um, O;
Rs e R4 sé@o, independentemente um do outro, hidrogénio, alquila

inferior ndo-substituida ou mono- ou dissubstituida, especialmente monos-
substituida, por radicais independentemente selecionados um do outro de
carbdxi; alcoxicarbonila inferior; e ciano; pelo que R4 pode também estar au-
sente;

ou

R4 esta ausente e
Rs € acila da subférmula R°-CO, em que R° é alquila inferior,
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especialmente metila ou etila; amino-alquila inferior, em que o grupo amino é
nao protegido ou protegido por alcoxicarbonila inferior, tipicamente terc-
alcoxicarbonila inferior, por exemplo, terc-butéxicarbonila, por exemplo, ami-
nometila, R,S-, R- ou, de preferéncia, S-1-aminoetila, terc-

butdxicarbonilaminometila ou R,S-, R- ou, de preferéncia, S-I-(terc-

butdxicarbonilamino)etila; tetrahidropiraniléxi-alquila inferior, tipicamente 4-
(tetrahidropiranil)6ximetila; fenila; imidazolil-alcoxifenila inferior, tipicamente
4-[2-(imidazol-1-il)etil)éxifenila; carboxifenila, tipicamente 4-carbéxifenila;
alcoxi carbonilfenila inferior, tipicamente 4-metéxi- ou 4-etéxicarbonilfenila;
halogen-alquilfenila inferior, tipicamente 4-clorometilfenila; imidazol-1-ilfenila,
tipicamente 4-(imidazolil-1-il)fenila; pirrolidino-alquilfenila inferior, tipicamente
4-pirrolidinometilfenila;  piperazino-alquilfenila  inferior, tipicamente 4-
piperazinometilfenila; (4-alquilpiperazinometil)fenila inferior, tipicamente 4-(4-
metilpiperazinometil)fenila; morfolino-alquilfenila inferior, tipicamente 4-
morfolinometilfenila; piperazinocarbonilfenila, tipicamente 4-
piperazinocarbonilfenila; ou (4-alquilpiperazino)-fenila inferior, tipicamente 4-
(4-metilpiperazino)fenila;

ou é acila da subférmula R°-O-CO-, em que R° é alquila inferior;

ou € acila da subférmula R°HN-C(=W)-, em que W é oxigénio e
R° tem os seguintes significados preferidos: morfolino-alquila inferior, tipica-
mente 2-morfolinoetila, fenila, alcoxifenila inferior, tipicamente 4-metdxifenila
ou 4-etdxifenila, carbéxifeni\la, tipicamente 4-carbéxifenila ou alcdxicarbonil-
fenila inferior, tipicamente 4-etoxicarbonilfenila;

ou é alquilfenil-sulfonila inferior, tipicamente 4-tolueno-sulfonila:

p € 0 se R4 esta ausente ou é 1 se Rz e R4 estdo ambos presen-
tes e, em cada caso, sdo um dos radicais antes mencionados;

Rs € hidrogénio ou alquila inferior, especialmente hidrogénio,

X significa 2 atomos de hidrogénio ou O;

Z é metila ou hidrogénio;

e as duas ligagbes caracterizadas por linhas onduladas estéo,
de preferéncia, ausentes no anel A e sio substituidas por 4 atomos de hi-

drogénio e as duas linhas onduladas no anel B cada, junto com a respectiva
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ligagao paralela, significam uma ligagdo dupla;

ou também as duas ligagdes caracterizadas por linhas ondula-
das estdo ausentes no anel B e sao substituidas por um total de 4 4tomos de
hidrogénio e as duas linhas onduladas no anel A cada, junto com a respecti-
va ligagéao paralela, significam uma ligacao dupla;

ou no anel A e no anel B, todas as 4 ligagbes onduladas estdo
ausentes e sao substituidas por um total de 8 atomos de hidrogénio;

ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formacgao de

sal esta presente.
Compostos mais especialmente preferidos de férmula |l sdo se-

lecionados de:
8,9,10,11 -Tetrahidrostaurosporina,;
N-4-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)benzoil-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;
N-(4-clorometilbenzoil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-(4-(pirrolidin-1-ilmetil)benzoil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-(4-(morfolin-4-iimetil)benzoil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-(4-(piperazin-1-ilmetil)benzoil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-etil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-tosil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-triflouroacetil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-4-(2-imidazol-1-il-etdxi )benzoill-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;
N-metoxicarbonilmetil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-carbdximetil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-tereftaloilmetil éster-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-tereftaloil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-(4-etilpiperazinilcarbonilbenzoil)-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;
N-(2-cianoetil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
N-benzoil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;
lodeto de N,N-dimetil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporinio;
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N-BOC-glicil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-glicil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(3-(terc-butdxicarbonil)propil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(3-carbdxipropil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(4-imidazol-1-il)benzoil]-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-[(tetrahidro-2h-piran-4-ildxi)acetil]-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;

N-BOC-1-alanil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

Hidrocloreto de N-1-alanil-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-6-metilstaurosporina;

N-(4-carbdxifenilaminocarbonil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(4-etilfenilaminocarbonil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(N-fenilaminocarbonil)-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-(N-t2-(1-morfolino)etillaminocarbonil)-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;

N-(N-4-metéxifenillamirocarbonil)-1,2,3,4-
tetrahidrostaurosporina;

1,2,3,4-tetrahidro-6-metilstaurosporina;

N-BOC-1,2,3,4-tetrahidrostaurosporina;

N-BOC-1,2,3,4-tetrahidro-6-metilstaurosporina;

N-BOC-1,2,3,4-tetrahidro-6-metil-7-oxo-estaurosporina;

1,2,3,4,8,9,10,11-octahidrostaurosporina;

ou um sal farmaceuticamente aceitavel dos mesmos, se pelo
menos um grupo de formag¢ao de sal esta presente.

Mais especialmente preferido é o composto de férmula | desig-
nado 1,2,3,4-tetrahidro-estaurosporina ou um sal domesmo (particularmente,
farmaceuticamente aceitavel) (aqui, m e n na férmula | sdo 0, Rs é hidrogé-
nio, R4 esta ausente, contanto que nenhum sal esteja presente (p = 0) ou é
hidrogénio se um sal esta presente (p = 1), Rs € hidrogénio, as duas ligagoes
representadas por linhas onduladas estdo ausentes no anel A e sao substitu-
idas por um total de 4 atomos de hidrogénio e as duas ligagdes representa-
das por linhas onduladas no anel B séao, em cada caso, uma ligagdo dupla
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junto com as ligagbes paralelas, X significa 2 atomos de hidrogénio e Z é

metila).

Mais especialmente preferidos sdao os compostos de férmula A
em que:

A) X = O; Ry; Rz, Rs = H; Q = -(CHg)2-O-CH(CHz)OH-(CHz).-;

B) X = O; Ry, Rz, Rs = H; Q = -(CH2),-O-CH(CH2N(CH3)2)-(CHa)2-
| O

H.-' £y
HO™ Y o,

C) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, R;,Rs =H; Q = oH

Mais especialmente preferidos sdo os compostos de férmula |
em que:

A) X = 2 atomos de hidrogénio; R1, Ry, Rs, Rs = H; R4 = CH3; Z
= CHs (estaurosporina);

B) X = 1 atomo de hidrogénio e 1 hidroxi na forma isomérica (R)
ou (S); Ry, Rz, Rs, Rs = H; Ry = CH3; Z = CH3 (UCN-01 e UCN-02);

C) X = 2 atomos de hidrogénio; Ri, Rz, Rs = H; R4 = CHs; Ra =
benzoila; Z = CHz (CGP41251 ou PKC412 ou MIDOSTAURINA);

D) X = O; R1, Rz, Rs = H; R3 = CHs; R, = etiléxicarbonila; Z =
CHs (NA 382 ; CAS=143086-33-3);

E) X = 1 atomo de hidrogénio e 1 hidréxi; R1, R; Rs = H; Rs =
CHs; Z = CHs; e R4 é selecionado de -(CH).OH; -CH,CH(OH)CH,OH;
CO(CH2)2CO2Na; -(CH2)3CO.H:; -COCH2N(CHgs);

/ \ | H’ / \
~CH ), 0CO—N N—CH, ; —CH, ; .cu-Cz‘ ;“«COCH;—N N—CH
M st t ] 3

N\ -co'—-—U ’ 3 ).

F) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, Rz, Rs = H; Rs = CHg; Z =
CHs; e R4 é selecionado de N-O-
(tetrahidropiran-4-il)-D-lactoila; N-2-metil-2-(tetrahidropiran-4-iléxi)-propionila;
N-O-(tetrahidropiran-4-ila )-L-lactoila]; N-O-(tetrahidropiran-4-il)-D-lactoila]; N-
2-(tetrahidropiran-4-iléxi)-acetila);

G) X =0; Ry, Ry, Rs = H; Rz = CH3; Z = CH3; e R4 é selecionado
de N-[O-(tetrahidropiran-4-il)-D-lactoila]; N-2-(tetrahidro-piran-4-iloxi)-acetila);
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H) X = 1 4tomo de hidrogénio e 1 hidréxi; Ry, Rz, Rs = H; Rz =
CHs; Z = CHg; e R4 é selecionado de N-0-(tetrahidropiran-4-il)-D-lactoila]; N-
2-(tetrahidro-piran-4-iloxi)-acetila).

A abreviagdo "CAS" significa o numero de registro em CHEMI-
CAL ABSTRACTS.

Os compostos mais preferidos de féormula |, por exemplo, MI-
DOSTAURINA [Nome Nao Patenteado Internacional sdo abrangidos e foram
especificamente descritos pela patente Européia N2 0 296 110 publicada em
21 de Dezembro de 1988, bem como na Patente US N2 5.093.330 publicada
em 3 de Margo de 1992 e Patente Japonesa N2 2 708 047. Outros compos-
tos preferidos sdo abrangidos e descritos pelos pedidos de patente WO
95/32974 e WO 95/32976, ambos publicados em 7 de Dezembro de 1995.
Todos os compostos descritos nesses documentos sdo incorporados ao pre-

sente pedido por referéncia.
Mais especialmente preferidos sdo os compostos de férmula 11l

em que:

A) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, Rz, Rs = H; Rg = CH3; Ry =
metiléxicarbonila; Z = H (2-metila, K252a);

B) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, Rz, Rs, Rs = H; Ry = metildxi-
carbonila; Z = H (K-252a); '

C) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, Rz, Rs, R8 = H; Ry = metiloxi-
carbonila; Z = CH3 (KT-5720).

Mais especialmente preferidos sdo os compostos de férmuia IV
em que:

A) X=0; Ry, Rz, Rs = H; Rg= CH2-NMey; Rg=CHs; m'=n'=2;

B) X = 0O; Ry, Rz, Rs = H; Rg = CH2-NHy; Rg= CH3; m'=2; n' = 1
(Ro-31-8425; CAS = 151342-35-7).

Mais especialmente preferidos sdo os compostos de formula V

em que:
A) X = O; Ry, Rz, Rs = H; Rg= CHg; R1o = -(CHz)3-NH, (Ro-31-

7549; CAS = 138516-31);
B) X = O; Ry, Rz, Rs = H; Rg = CHa; Ryo = -(CH2)3-S-(C=NH)-NH
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(Ro-31-8220 ; CAS = 125314-64-9);

C) X =0; Ry, R, Rs = H; Rg = CH3; Ryp = -CHa.

Mais especialmente preferidos sdo os compostos de férmula VI
em que:

A) X = 2 atomos de hidrogénio; Ry, Rz, Rs = H; Ry = CHg; Z =
CHjs; R selecionado de metila ou (C1-Cqo)alquila, arilmetila, CsHoCHo-.

DERIVADOS DE ESTAUROSPORINA e seu processo de fabri-
cagao foram especificamente descritos em muitos documentos anteriores,
bem como por aqueles versados na técnica.

Compostos de férmula A, B, C, D e seu processo de fabricacao,
por exemplo, foram descritos na patente Européia N° 0 657 458 publicada
em 14 de Junho de 1995, na patente Européia N 0 624 586 publicada em
17 de Novembro de 1994, na patente Européia N2 0 470 490 publicada em
12 de Fevereiro de 1992, na patente Européia N2 0 328 026 publicada em 16
de Agosto de 1989, na patente Européia N2 0 384 349 publicada em 29 de
Agosto de 1990, bem como em muitas publicacdes, tal como Barry M. Trost
e Weiping Tang, Org. Lett., 3(21), 3409-3411.

Compostos de férmula | e seus processos de fabricagdo foram
especificamente descritos nas patentes Européias N° 0 296 110 publicada
em 21 de Dezembro de 1988, bem como na patente US N¢ 5.093.330 pubili-
cada em 3 de Margo de 1992 e Patente Japonesa N© 2 708 047. Compostos
de formula | tendo uma substituigdo de tetrahidropiran-4-il-lactoila sobre R4
foram descritos na patente Européia N° 0 624 590 publicada em 17 de No-
vembro de 1994. Outros compostos foram descritos na patente Européia N©
0 575 955 publicada em 29 de Dezembro de 1993, patente Européia N2 0O
238 011 publicada em 23 de Setembro de 1987 (UCN-01), pedido de patente
Internacional EP98/04141 publicado como W099/02532 em 03 de Julho de
1998.

Compostos de férmula Il e seus processos de fabricagdo foram
especificamente descritos nas patentes Européias N2 0 296 110 publicada
em 21 de Dezembro de 1988, bem como na Patente US N2 5.093.330 publi-
cada em 3 de Margo de 1992 e Patente Japonesa N2 2 708 047.
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Compostos de férmula Ill e seus processos de fabricagdo foram
especificamente descritos nos pedidos de patente que reivindicam a priori-
dade do pedido de Patente US 920102 depositado em 24 de Julho de 1992
(isto €, patentes Européias N2 0 768 312 publicada em 16 de Abril de 1997,
Ne 1 002 534 publicada em 24 de Maio de 2000, N2 0 651 754 publicada em
10 de Maio de 1995).

Compostos de férmula IV e seus processos de fabricacdo foram
especificamente descritos nos pedidos de patente que reivindicam a priori-
dade dos pedidos de patente Britdnica GB 9309602 e GB 9403249, respecti-
vamente depositados em 10 de Maio de 1993 e 21 de Fevereiro de 1994
(isto €, patentes Européias N2 0 624 586 publicada em 17 de Novembro de
1994, N° 1 002 534 publicada em 24 de Maio de 2000, N2 0 651 754 publi-
cada em 10 de Maio de 1995).

Compostos de férmula V e seus processos de fabricagdo foram
especificamente descritos nos pedidos de patente que reivindicam a priori-
dade dos pedidos de patcnte Britdnica GB 8803048, GB 8827565, GB
8904161 e GB 8928210, respectivamente depositados em 10 de Fevereiro
de 1988, 25 de Novembro de 1988, 23 de Fevereiro de 1989 e 13 de De-
zembro de 1989 (isto é, patentes Européias N2 N2 0 328 026 publicada em
16 de Agosto de 1989 e N2 0 384 349 publicada em 29 de Agosto de 1990).

Compostos de formula Vi e seus processos de fabricagdo foram
especificamente descritos nos pedidos de patente que reivindicam a priori-
dade dos pedidos de patente US 07/777.395 (Con), depositado em 10 de
Outubro de 1991 (isto é, pedido de patente Internacional WO 93/07153 pu-
blicado em 15 de Abril de 1993).

Em cada caso, onde citagbes de pedidos de patente ou publica-
¢Oes cientificas sdo fornecidas, em particular para os compostos DERIVA-
DOS DE ESTAUROSPORINA, o assunto em questdo dos produtos finais,
preparados farmacéuticos e reivindicagbes é aqui incorporado ao presente
pedido por referéncia a essas publicagdes.

A estrutura dos agentes ativos identificados pelos n% De cédigo,

nomes genéricos ou marcas comerciais pode ser tomada da edicado atual do
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compéndio padrdo "The Merck Index" ou de bancos de dados, por exemplo,

Patentes Internacionais (por exemplo, IMS World Publications). O conteudo

correspondente dos mesmos € aqui incorporado por referéncia.
O DERIVADO DE ESTAUROSPORINA de acordo com a inven-

cao é N-9S,10R,11R,1 3R)-2,3,10,11 ,12,13-hexahidro-10-metéxi-9-meti|-1 -
oxo-9,13-ep6xi-1H,9H-di-indolo1,2,3-gh:3',2',1'-Im]pirrolo 3,4-j 1,7 benzodia-
zonin-11-il-N-metilbenzamida da férmula (VIl):

1

» 0

“1C“~q et ¥
WO
o? EN\CH
(vii)

ou um sal do mesmo (aqui depois: "Composto de férmula Vil ou MIDOS-

TAURINA").
O composto de férmula VIl é também conhecido como MIDOS-

TAURINA Nome Nédo Patenteado Internacional ou PKC412.

MIDOSTAURINA é um derivado da estaurosporina alcaldide que
ocorre naturalmente e foi especificamente descrita na Patente Européia N° O
296 110 publicada em 21 de Dezembro de 1988, bem como na Patente US

Ne 5.093.330 publicada em 3 de Margo de 1992 e Patente Japonesa N2 2

708 047.

Acidos Nucleicos
Moléculas de acido nucleico que inibem a apoptose ou morte

celular programada incluem, mas ndo estdo limitadas a, oligonucleotideos
antissenso e estruturas de RNAI especificas ao gene que codifica a proteina
MCL1 anti-apoptdtica ou a transcritos desse gene. Mais preferido para uso
na combinagdo da invengdo é um constructo de RNAi especifica para Mcl-1,
incluindo especialmente, um siRNA especifico para mcl-1. Constructos de

RNAi para mcl-1 exemplificativas da invengao sao descritas nos exemplos.



10

15

20

25

30

40

A proteina codificada pela sequéncia 1 de leucemia de células
mieloides (BCL2-relacionada) ("mcl-1") pertence a familia Bcl-2. O Splicing
alternativo ocorre nesse locus genético, resultando em duas variantes de
transcrito que codificam isoformas distintas. O produto genético mais longo
(isoforma 1) intensifica a sobrevivéncia celular através de inibicdo de apop-
tose. O produto genético mais curto com splicing aiternativo (isoforma 2)
promove a apoptose e induz a morte. Aliases do gene mcl-1 incluem, mas
ndo estao limitadas a, EAT, MCL1L, MCL1S, MGC104264, MGC1839 e TM.
Designagdes alternativas do polipeptideo MCL1 incluem, mas nédo estao limi-
tadas a: proteina de diferenciagdo de células de leucemia mieléide induzida
Mcl-1; sequéncia 1 de leucemia de células mieldides; e sequéncia 1 de leu-

cemia de células mieldides, isoforma 1.
Conforme usado aqui, o termo "molécula de acido nucleico" se

destina a incluir moléculas de DNA (por exemplo, cDNA ou DNA génico ou
oligonucleotideos) e moléculas de RNA (por exemplo, mRNA e estruturas de
RNAI, tais como siRNA, shRNA) e andlogos das moléculas de DNA ou RNA
gerados usando analogos de nucleosideo. A molécula de acido nucleico po-
de ser fita simples ou fita dupla. Onde fita simples, o acido nucleico pode ser
uma fita senso ou uma fita antissenso. O termo inclui DNA sintético (por e-
xemplo, quimicamente sintetizado). Acidos nucleicos podem ser sintetizados
usando analogos ou derivados de nucleosideo (por exemplo, nucleotideos
de inosina ou fosforotioato). Tais nucleosideos podem ser usados, por e-
xemplo, para preparar acidos nucleicos que tém capacidades de empare-
Ihamento de base alteradas ou resisténcia aumentada & nucleases.

A invengéo abrange RNAi ou moléculas de acido nucleico antis-
senso especificas a uma sequéncia de nucleotideo mcl-1 incluindo, por e-
xemplo, o cDNA de mc1-1. A sequéncia de cDNA da isoforma 1 mcl-1 mais
longa (acesso no. GenBank no. NM_021960) é proporcionada em SEQ ID

Ne2: 1.
Acesso ao GenBank no. NM021960, mRNA linear de 4020 bp,

PRI 12-JUN-2006 [Homo sapiens] (SEQ ID Ne: 1)



6l
121
1Bl
241
301
361
4921
481
541
601
661
721
781
B41
901
861

1022
1083
1142
1201
1261
1321
1361
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
28812
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3842
3901
3961

caccccgtay
teccgettoct
gegactyggea
gggggccygge
tacggagaag
tggcggaage
gcggocgeoy
ttLetticgeg
cgceatcatg
geeggetgte
cgggtcacta
gtcgctggag
gccaatggge
ggatggcegg
caaaaacgaa
cgraacaaac
cttgaagacc
tcregtaagy
gtLtcttccat
tgttgctgga
tagttgactt
gctgtaactt
ttatggetaa
tctgasagaa
gaggactttt
caggaaagtg
ttactgragt
atagsactaz
gettteccay
ttggecttggt
ggaaggctca
tgratctgta
tatcgaattt
aacctgtite
cagaacgaat
atgcaggrtt
gaaaacctgg
ttecaataatt

tgattgggca
aagtgaattc
tcattagectg
tgtttgotta
ctattattag
tacrtactgt
atcttiggat
tcottgaaat
ttecocectgoe
gectggaaacc
gaacttgatc
gaggtgggag
LcttLgagag
gaggctrtcet
gtgagecegtg
ttggaactag
catttasaaa
tgcccatcte
gttcttgatc
tgtagtrett
tccagtggaa
ttaggtatga
tgagggeLis
ggggaggagyg
aasaagggaaa
ctgtttgtet
tctgtgggsg
ggaagggtta
ctttetgttt

A invencédo ainda abrange moléculas de acido nucleico que dife-
rem da sequéncia de nucleotideo de SEQ ID N2 1 em virtude de degeneran-

gactggecge
tccagtaagyg
atgtttggcee
ttgggggccg
gaggcctegg
gccggogoaa
cccattggeg
coceaceogec
tcgeecegaag
ctgeegetgo
cecctegacqge
attatctcte
aggtcotgogg
cagecgeaacc
gacgatgtya
tggggcagga
ataaaccaay
acaaaacggy
gtagaggacc
gtaggagceg
Lttaaccaace
cctagagrg
caagaatasaa
gcaaagttca
agatttagtyg
gccagtageco
gttaagagaa
gactgtaagc
tatactictt
tteccatgatt
gtaattagtt
aaaattgtat
acattagtte
ttacagettt
tgatgtgtaa
aaattttert
gattgagagy
aggtctaagt

atactcattt
atgggctcat
tgtgcatata
ataaattata
gettgettgt
ttLgrLtcta
ttcagteityg
tgctgatigt
atcecetgaac
tgagtgaccc
ctgttagcag
gaagtcoctt
caatgtgtca
ctaaagtrte
ttaaacctca
ggrtcatttga
taggtatgaa
agagccataa
ataagceget
aattaatctt
acaagtgeat
ctgtggaast
ggacacceca
aggcaggtgg
gggaggattit
tacgettete
gtgaacasct
ggaccaacta
ttcctgagaa
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Gcctaaaaceyg
agtoggagrc
tcaaaagaaa
gcagcggcygyg
cceoggegaga
gecocececegte
cocgaggtecee
gcgeggegec
#ggagctgga
tggagttggt
cgeeqgecage
ggtacctteq
ccaccagcaq
acgagacggc
aatcgttgte
ttgtgactet
asagctgecat
actggctagt
tagaaggtgg
gtttggcata
accaccacca
caccctagcea
tacatgggaa
gtttcagcaa
aagatggtag
aggcaagtca
gcactaagaa
ctcagtactyg
agaaagtcca
cttactttat
atgaatatgyg
statttttac
ttttcatacc
tctatgctaa
ctgtatgecag
atetgatitt
ttgatgaaty
ggagttttaa

gagttectte
ctttaaagct
aaaagatcac
asatgataggc
tacacacaca
ttaatgattc
atgtttgtte
tetgetecct
teertetage
tceccteceea
gtggtaatac
ttccttggac
aaagtccoct
ctttgtatag
gagtttaaaa
aagettocagt
taagatgact
ggtcatecttr
tatttatatc
aagatctggt
agatgtgaatr
acagacaagg
agtggttigg
tctaagtger
gcttagaagg
tcagggasaaa
tggttetgge
caaattaaty
aaaaaaataa

tgataaagga
tIccccagey
cgceggtaatce
CYeLacceyge
gataggggga
caccectcacy
cgacgtcace
gcttgaggag
cgggtacgag
cggggaatct
agaggaggag
ggagcaggoc
gaaggegoty
cttccaagge
tcgagtgatyg
catretertete
cgaaccatta
taaacaaaga
catcaggaat
tctaataaga
cCcaaaaccag
acctagccag
gagtgctecee
caaacaaact
ggtggaaaga
tagaattgat
tgccagtgac
tacaagggaa
agtgttcagg
tageetagtt
atatccrcaa
agaaagicta
cttttgaact
actttgtrtet
actggttgta
ggtaagtatt
gaaattcttt
ggttactgat

cattrgacct
tttactaaaa
atcaggtgga
ttggaaaaqgc
ggtctaagcecc
ccaaacctiq
tatcagactt
ctacagatat
ccttttagat
ccaagagtec
catgggtgct
tggtatcttt
caggaatttit
gagtatgctc
getactgata
cteggaacat
aagaatgtaa
gctagageota
atgtatctct
tacggtaact
tggtttrrag
atcrtagttg
gaaaggagga
gactggctac
atggegetec
acargcagtce
taaacagctg
ttggttgtca
atcttttatt

gctgctcgee
ttctcagecs
ggactcaacc
cegggagggc
ga9ggaggccy
ccagactecco
gcgacceeeyg
atggaagcec
ceggageete
ggraataaca
gaggacgagt
accggogeea
gagacettae
atgcttcgga
atccatgttt
ggrtgectitg
gcagaaagta
ggctgggatg
gtgctgeigg
rtagecttact
tttatgcagt
aaaagcaagt
cattgattga
ttgtttggga
cttaatttce
tacccgeocga
ctgtgtaaaa
gcttttecte
acttttatac
tatcaccaatc
ttcttaagac
tttetttgaa
ttgcaacttc
gttcagttct
gtggaacaaa
cecttagatag
cacttcatta
gacttacaaa

aatttaactg
gatrttcage
tggagagaca
aggcragtet
tagtatgtca
ttgcaagttt
aaccittttat
ttatatcaat
tetggcacty
acagaccttt
gtgacactaa
tcaactattg
cagaggaaag
Acttaaattt
aactgeagaa
gacctttagt
tggggaagaa
tttttaccta
aaggacctaa
aaaaaagcct
gggccecact
atattttggg
ggggagtggt
gtagttcggyg
cagtgactac
ctctagtgtt
tacttttgat
aatgtagtgt
Caaaaaaaaa

acttctcact
ggcggceggcy
cctacLgtgyg
gactrttgge
gcgeggtgat
ggagggtcege
cgaggctgcet
cggeccgetga
tcgggaagcy
ccagtacygga
tgtaccggea
aggacacaaa
gacgggttgyg
aactggacat
tcagegacygyg
tggctaaaca
tcacagacgt
ggtttigtgga
cttttgecagg
graagtgcaa
tggactceaa
ggcaagagga
agagtcacty
agctatggag
trgttgagaa
attcattaat
gttacaagta
tctctaatta
ctgttatact
aatacttgac
agctigtaaa
acgaaggaayg
cgtaattagy
agagtgtata
tctgataact
gtttttetet
tatgcaagtt
taatgggectc

gtgaaateea
tgaatggaac
tttgateccet
aaccatggtg
ataaagcaaa
ttgcattigge
ttectgteet
tcctacaqget
tgaaaceect
catctttcac
cagtcattga
ttttatcctg
aacattttat
acagaaaqgag
agrgtctata
ctgtggacte
ctgeectgae
tgtatttatce
aagcacttta
gtctgocaaa
tcccaatteca
cttggggcag
gugtttatag
caaatectee
tttetgactt
tecatgtacat
agctgtgeea
gtttococtaa
aaaazasara
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cia do codifico genético, mas que codificam a mesma proteina de mcl-1 que
aquela codificada por SEQ ID N2: 1. O polipeptideo MCL1 de 350 aa (acesso
ao GenPep no. NP068779) codificado pelo nucleotideo de SEQ ID N2 1 é
proporcionado como SEQ ID N2: 2,

Sequéncia 1 de leucemia de células mieldides, acesso ao GenPept no.
NP068779 350, isoforma 1 PRI 12-JUN-2006 [Homo sapiens]. (SEQ ID N2:2)

1
61
121
181
241
301

mfglkrnavi
agasppstlt
speeeldgye
iisxylreqga
ddvkslsrvm
tkxdwlvkgr

ginlycggag
pdsrrvarpp
peplgkrpav
tgakdtkpmg
ihvfsdgvtn
gwdgfvefrth

lgagsggatr
pigaevpdvt
lpllelvges
rsgatsrkal
worivtlisf
vedleggirn

pogrllatek
atparliffa
gnntstdgsl
etlrrvgdgy
gafvakhlkt
vllafagvag

easarreigg
ptrraaplee
pstpppaeee
grnhetafqgg
inqgesciepl
vgaglaylir

geagaviggs
meapaadaim
edelyrgsle
mirkidikne
aesitdvivr

Sera apreciado por aqueles versados que polimorfismos da se-
quéncia de DNA que levam a alteragdes nas sequéncias de aminoacido de
mcl-1 podem existir dentro de uma determinada populagao (por exempilo,
uma populagdo humana). Tais polimorfismos genéticos podem existir dentro
de uma populagao em virtude de variagao alélica natural. Tais variagbes alé-
licas naturais podem, tipicamente, resultar em variagdo de 15% na sequén-
cia de nucleotideo do gene de mcl-1. Qualquer e todas de tais variagdoes de
nucleotideo, quer "silenciosas" ou resultando em polimorfismos de aminoa-
cido que sao o resultado de variagdo alélica e que ndo alteram a atividade
funcional de mcl-1, se destinam a estar dentro do escopo da invencao. As-
sim, por exemplo, 1%, 2%, 3%, 4% ou 5% dos aminoacidos em mcl-1 podem

ser substituidos por outro aminoacido, por exemplo, através de substituicoes

conservativas.
Além de variantes alélicas que ocorrem naturalmente da se-

quéncia de mcl-1 que podem existir na populagao, aqueles versados apreci-
arao que alteragbes podem ser introduzidas através de mutagao da sequén-
cia de nucleotideo de SEQ ID N2 1, desse modo, levando a alteragbes na
sequéncia de aminoacido da proteina codificada sem alteragao da capacida-
de funcional da proteina. Por exemplo, pode-se fazer substituicdes de nucle-
otideo que levam a substituicdes de aminoacido em residuos de aminoacido
"ndo-essenciais". Um residuo de aminoacido "nao-essencial" € um residuo

que pode ser alterado da sequéncia do tipo silvestre da proteina de mcl-1
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humana sem alterar a atividade bioldgica da proteina de mcl-1, enquanto

ue um residuo de aminoacido "agsencial® é requerido para atividade biold-
0, residuos de aminoacido que sido conservados dentre pro-

q

gica. Por exempl
teinas de mcl-1 de varias espécies sao previstos como sendo particularmen-

te ndo passiveis de alteracao.
Consequentemente, moléculas de acido nucleico que codificam

proteinas de mcl-1 que contém alteragdes em residuos de aminoacido que

ndo sdo essenciais para atividade sao in
proteinas de mci-1 diferem, quanto a sequéncia de aminoa
Ne: 2 e ainda retém pelo menos uma porcdo da atividade biolégica do
a modalidade, por exemplo, a molécula de acido nucleico

cluidas na presente invengéo. Tais
cido, de SEQ ID
tipo
silvestre. Em um
isolada inclui uma sequéncia que codifica uma proteina que inclui uma se-
quéncia de aminoacido pelo menos cerca de 75% idéntica, por exemplo,
80%, 85%, 90%, 95% ou 98% idéntica &4 sequéncia de aminoacido de SEQ

ID N2 2, sobre todo o comprimento de SEQ ID N2 2.

Uma molécula de acido nucleico isolada que codifica uma prote-
2 pode ser cria-

delegoes

ina de mcl-1 tendo uma sequéncia que difere de SEQ ID N<:
da através de introdugdo de uma ou mais substituicdes, adigbes ou

de nucleotideo em SEQ ID N2 1, de modo que uma ou mais substituicbes,

adicdes ou delegbes de aminoéacido sejam introduzidas na proteina codifica-

da. Mutacdes podem ser introduzidas através de técnicas padroes, por e-

xemplo, mutagénese sitio dirigida e mutagénese PCR mediada. Substituicao

de aminoécido conservativa pode ser feita em um ou mais residuos de ami-
noacido nao-essenciais previstos. Assim, por exemplo, até 1%, 2%, 3%, 5%
ou 10% dos aminoacidos podem ser substituidos por uma substituicdo con-
servativa. Uma "substituicdo de aminoacido conservativa" € uma na qual um
aminoécido é substituido por outro tendo uma cadeia lateral simi-

acido tendo cadeias laterais similares sao

residuo de

lar. Familias de residuos de amino

conhecidas na técnica. Elas incluem aminoacidos com cadeias laterais basi-

lisina, arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por e-

cas (por exemplo,
cadeias laterais polares nao-

xemplo, acido aspartico, acido glutamico),

carregadas (por-exemplo, glicina, aspargina, glutamina, serina, treonina, ti-
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rosina, cisteina) cadeias laterais ndo-polares (por exemplo, alanina, valina,
isoleucina, prolina, fenilalamina, metionina, triptofano), cadeias laterias beta
ramificadas, (por exemplo, treonina, valina, isoleucina)) e cadeias laterais
aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Assim,
um residuo de aminoacido ndo-essencial previsto em mcl-1 pode ser substi-
tuido por outro residuo de aminoacido da mesma familia de cadeia lateral.
Alternativamente, mutagdes podem ser introduzidas aleatoriamente ao longo
de toda ou parte de uma sequéncia de codificacdo de mcl-1, tal como atra-
ves de mutagénese por saturagdo e os mutantes resultantes podem ser se-
lecionados com relagdo a atividade bioldgica de mcl-1 para identificar mutan-
tes que retém a atividade. Apés mutagénese, a proteina pode ser expressa e

sua atividade determinada.

A presente invengao também abrange moléculas de acido nucle-
ico antissenso, isto €, moléculas que sdo complementares a uma fita senso,
por exemplo, complementares a fita de codificacdo de uma molécula de cD-
NA fita dupla ou complementares a uma sequéncia de mRNA. Um &cido nu-
cleico antissenso pode se ligar, através de hidrogénio, a fita senso corres-
pondente. O &cido nucleico antissenso pode ser complementar a toda a se-
quéncia de codificacdo de mcl-1 ou apenas a uma por¢ao da mesma. Uma
molécula de acido nucleico antissenso pode ser antissenso a uma regiao de
da fita senso. As regides de nao-codificagdo ("regides nao-traduzidas 5' e
3") séo as sequéncias 5' e 3' que flanqueiam a regido de codificagdo de um
gene ou mRNA e sdo nédo-traduzidas. A molécula de acido nucleico antis-
senso pode ser complementar a toda a regido de codificacdo do mRNA de
mcl-1 ou, em alguns casos, complementar apenas a uma porgédo da regidao
de codificagao ou nédo-codificagdo 3' ou 5' do mRNA de mcl-1. Um oligonu-
cleotideo antissenso pode ter, por exemplo, cerca de 5, por exemplo, cerca
de 10, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou cerca de 50 nucleotideos de compri-
mento. Para orientagdo geral referente a acidos nucleicos antissenso veja,
por exemplo, Goodchild, “Inhibition of Gene Expression by Oligonucleotides"
em Topics in Molecular and Structural Biology, Vol. 12: Oligodeoxynucleoti-
des (Cohen, ed.), MacMillan Press, Londres, paginas 53-77 (1989). Oligonu-
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cleotideos antissenso Uteis exemplificativos incluem, mas nao estdo limita-
dos a, oligonucleotideos antissenso que incluem uma sequéncia de pelo
menos 12 nucleotideos complementar a uma regido entre os nucleotideos
131 e 1183 de SEQ ID N2 1. Veja também SEQ ID NOs: 7-9 nos Exemplos.
Um &cido nucleico antissenso da invengdo pode ser construido
usando sintese quimica, rea¢des de ligagdo enzimatica e outros procedi-
mentos conhecidos na técnica. Por exemplo, um acido nucleico antissenso
(por exemplo, um oligonucleotideo antissenso) pode ser sintetizado usando
nucleotideos que ocorrem naturalmente ou nucleotideo variadamente modi-
ficados projetados para aumentar a estabilidade bioldgica das moléculas
e/ou estabilidade fisica da dupla formada entre acidos nucleicos antissenso
e senso. Por exemplo, derivados de fosforotioato e nucleotideos acridina-
substituidos podem ser usados. Nucleotideo modificados exemplificativos
Uteis para a geragao de acidos nucleicos antissenso incluem 5-fluorouracila,
5-bromouracila, 5-clorouracila, 5-iodouracila, hipoxantina, xantina, 4-
acetilci* cina, 5-(carbéxi-hidrexilmetil) uracila, 1-metilguanina, 5-
carboximetilaminometila, 2-tiouridina, 2,2-dimetilguanina, di-hidrouracila, be-
ta-D-galactosilqueosina, 5-carboximetilaminometiluracila, inosina, N6-
isopenteniladenina, 1-metilinosina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 4-
tiouracila, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-
metoxiuracila, 5-metilaminometiluracila, 5-metoxiaminometil-2-tiouracila,
pseudouracila, queosina, beta-D-manosilqueosina, 5'-
metoxicarboximetiluracila, 5-metil-2-tiouracila, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, 2-tiocitosina,
2-tiouracila, 5-metiluracila, metiléster de acido uracil-5-oxiacético, 5-metil-2-
tiouracila, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracila, (acp3)w e 2,6-
diaminopurina. Alternativamente, um acido nucleico antissenso pode ser
produzido usando um vetor de expressdo, no qual um &cido nucleico tenha
sido subclonado em uma orientagdo antissenso (isto €, RNA transcrito do
acido nucleico inserido serd complementar a um acido nucleico-alvo de inte-

resse, descrito ainda na subsecgéo a seguir).
As moléculas de acido nucleico antissenso da invengdo podem
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ser administradas a um individuo ou geradas in situ, de modo que elas se
hibridizam com ou se ligam ao mRNA celular e/ou DNA genémico que codifi-
ca uma proteina de mcl-1. Dessa forma, os &cido nucleico antissenso podem
inibir a expresséo da proteina, por exemplo, através de inibicdo de transcri-
¢ao e/ou tradugéo. Hibridizagdo pode ser através de complementaridade de
nucleotideo convencional para formar uma dupla estavel ou, no caso de uma
molécula de acido nucleico antissenso que se liga a duplas de DNA, através
de interagOes especificas na principal ranhura da hélice dupla.

Acidos nucleicos antissenso podem ser administrados através
de qualquer meétodo conhecido na técnica, por exemplo, através de inje¢do
direta em um local tecidual. Alternativamente ou além disso, moléculas de
acido nucleico antissenso podem ser adaptadas a uma célula-alvo selecio-
nada, de modo que elas possam ser administradas sistemicamente. Para
administragao sistémica, moléculas antissenso podem ser modificadas, de
modo que elas se liguem especificamente aos receptores ou antigenos ex-
precsos sobre uma superficie celular, por exemplo, através de ligacdo das
moléculas de acido nucleico antissenso a peptideos ou anticorpos que se
ligam a receptores ou antigenos na superficie celular. Moléculas de acido
nucleico antissenso também pode ser distribuidas as células usando deter-
minados vetores descritos aqui. Estruturas de vetor nas quais a sequéncia a
ser transcrita € colocada sob o controle de um promotor pol Il ou pol Il forte
podem ser usadas para obter concentragGes intracelulares suficientes de
transcritos antissenso.

Uma molécula de acido nucleico antissenso da invengiao pode
também ser uma molécula de acido nucleico anomérica. Uma molécula de
acido nucleico anomérica forma hibridos fita dupla especificos com RNA
complementar no qual, contrario as unidades B usuais, as fitas correm em
paralelo umas as outras (Gaultier et al (1987) Nucleic Acids Res 15: 6625
6641). A molécula de acido nucleico antissenso pode também incluir um 2' o
metilribonucleotideo (Inoue et al (1987) Nucleic Acids Res 15: 6131-6148) ou

um anélogo de DNA/RNA quimérico (1987) FEBS Lett 215: 327-330).
A invengéo também inclui &cidos nucleicos capazes de suprimir
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a expressao de mcl-1 por meio de interferéncia de RNA (RNAi). RNAi é um
processo pelo qual RNA de fita dupla (dsRNA) induz a degradagdo sequén-
cia-especifica de mRNA homoélogo em células de animais e plantas (Hutvag-
ner e Zamore (2002) Cur. Opin Gene. Dev 12: 225-232; Sharp (2001) Genes
Dev. 15: 485-490. Em células de mamifero, RNAi pode ser disparado, por
exemplo, através de RNAs duplos com 21 nucleotideos (nt), também deno-
minados pequenos RNAs inibitérios (siRNAs) (Chiu et al (2001) Mol Cell 10:
549-561; Elbashir et al, Nature 411: 494-498; ou através de micro-RNA
(miRNA), pequeno RNA de hairpina funcional (shRNA) ou dsRNAs que sdo
expressos in vivo usando modelos de DNA com promotores de RNA polime-
rase Il (Zeng et al (2002) Mol Cell 9: 1327-1333; Paddison et al (2002) Ge-
nes Dev 16: 948-958; Lee et al Nature Biotechnol 20: 500-505; Paul et al
(2002) Nature Biotechnol 20: 505-508; Tuschl (2002) Nature Biotechnol 20:
440-448; Yu et al (2002) Proc Natl Acad Sci USA 99: 6047-6052; McManus
et al (2002) RNA 8:842-850; Sui et al (2002) Proc Natl Acad Sci USA 99:

5515-5520; veja também Hannon (2002) Nature 418: 244-251.
A supressdo, também conhecida como "silenciamento”, é pre-

dominantemente um evento pés-transcricional citoplasmico que é evolucio-
nariamente conservado (veja Hutvagner e Zamore (2002) Curr Opin Genet
Dev 12: 225-232). Modelos atuais sugerem que o dsRNA seja processado
em siRNA pela enzima RNAse IlI, Dicer. O siRNA, entao, forma um comple-
xo denominado complexo de silenciamento RNA-induzido (RISC). Esse
complexo interage com o mRNA-alvo o qual é, entdo, clivado e degradado
(Martinez et al (2002) Cell 110: 563-574; Schwarz et al (2002) Mol Cell 10:
537-548). shRNAs foram estudados em células de mamifero (Paul et al
(2002) Genes & Dev 16: 948-958) e podem ser expressos eficazmente em
células humanas (Sui et al (2002) Nature Biotechnol 20: 505-508). Uma tec-
nologia de RNAi baseada em vetor de DNA para suprimir a expressio de
gene em células de mamifero é descrita por Yu e Turner ((2002) Proc Natl
Acad Sci USA 99: 5515-5520). RNAI, através de expressdo de siRNAs e s-
hRNAs em células de mamifero, foi descrito por Yu et al ((2002) Proc Natl

Acad Sci USA 99: 6047-6052).
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A presente invengéo inclui siRNAs, duplexes dos mesmos (isto
e, dsRNAs), shRNAs e miRNAs, os quais interagem com (por exemplo, se
ligam) uma sequéncia-alvo de mcl-1 (por exemplo, um mRNA de mcl-1 (por
exemplo, um mRNA correspondendo as sequéncias de mcl-1 humano, tais
como aquelas mostradas aqui). Tais &cidos nucleicos podem, por exemplo,
ser oligonucleotideos de RNA quimicamente sintetizados (veja Elbashir et al,
supra). Sequéncias de RNAi exemplificativas abrangidas por e uteis na pre-
sente invengao incluem pelo menos uma das seguintes sequéncias ou sua
sequéncia de fita complementar:
5 TTG GCT TTG TGT CCT TGG CG 3' (mcl-1, SEQ ID Ne2: 7)
5' AAG AAA CGC GGU AAU CGG ACU 3' (mcl-1, SEQ ID N2: 8);
5' AGU CCG AUU ACC GCG UUU CUU 3' (mcl-1, SEQ ID N2: 9);

5' CUUACGCUGAGUACUUCGAS' (luciferase, SEQ ID N2: 10);
Plasmideos podem ser usados para transcrever shRNAs que

podem funcionar como siRNAs (veja Sui et al (2002) Proc Natl Acad Sci USA
99: 5515-5520; Brummelkamp et al (2002) Science 296: 550-553). Tais
plasmideos podem conter, por exemplo, um promotor de RNA polimerase |I,
seguido pela sequéncia que é transcrita em RNA contendo uma sequéncia
senso, uma estrutura de loop e uma sequéncia antissenso. Uma variedade
de loops tem sido empregada com sucesso, assim como Varios promotores
de polimeras |l (Brummelkamp et al, Science 296: 550-553, 2002; Miyagishi
e Taira, Nucl. Acids Res. 2: 113-114, 2002). Vetores (por exemplo, plasmi-
deos) operavelmente ligados a uma sequéncia que é transcrita em um RNA
contendo uma sequéncia de mcl-1 "senso", uma estrutura de loop e a se-
quéncia de mcl-1 "antissenso" correspondente podem ser feitos usando pro-
cedimentos que séo rotina na técnica. Uma vez que foi mostrado que siR-
NAs acionados por promotor U6 com quatro saliéncias 3' de uridina supri-
mem a expressao de um gene-alvo em células de mamifero (Paddison et al
(2002) Nature Biotechnol 20: 497-500), vetores da presente invengdo podem
incluir um promotor U6 e sequéncias que sao transcritas em siRNAs com
saliéncias de uridina (por exemplo, 1-6 uridinas no 3' término). Um shRNA

exemplificativo abrangido por e util na presente invengédo é descrito na se¢do
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Exemplos, o qual é transcrito das sequéncias apresentadas aqui como SEQ
ID NOs: 9 e 10, respectivamente (veja Tabela 1, abaixo).

Tipicamente, miRNAs sdo excisados de um loop-tronco de RNA
precursor de aproximadamente 7- nucleotideos (0 shRNA), possivelmente
através de uma enzima do tipo RNase Ill conhecida como Dicer ou um ho-
modlogo da mesma. Substituindo as sequéncias-tronco do precursor de miR-
NA pela sequéncia de miRNA complementar ao mRNA-alvo (aqui, um mR-
NA de mcl-1), uma estrutura de vetor que expressa o miRNA pode ser usada
para produzir siRNAs para iniciar o RNAi contra o alvo em células de mami-
fero (Zeng, supra).

Os acidos nucleicos da invengao podem ser incluidos em e ex-
pressos por vetores virais. Consequentemente, a invengao se caracteriza
por vetores virais que induzem a silenciamento especifico de mcl-1 através
de expressao de siRNA. Por exemplo, vetores adenovirais mcl-1-especificos
podem ser construidos através de geragdo de adenovirus recombinantes
expressando siRNA sob controle de transcricdo do promotor de RNA Pol Il.

Um siRNA ou outro inibidor baseado em acido nucleico pode ser
administrado a animais e seres humanos usando qualquer método conheci-
do na técnica. Por exemplo, uma técnica de distribuicado em "alta pressao”
pode ser usada, tal como uma injegdo rapida (por exemplo, uma inje¢ao que
esta completa dentro de uns poucos segundos) de um grande volume de
uma solugcao contendo siRNA no animal via uma artéria ou veia (veja, por
exemplo, Lewis (2002) Nature Genetics 32: 107-108). Microparticulas, nano-
particulas e lipossomas podem tambem ser usados para distribuir siRNAs.
siRNAs que objetivam mRNA de mcl-1 e que estdo associados a uma mi-
croparticula, nanoparticula ou lipossoma ou que sdo, de outro modo, formu-
lados para distribuicdo a uma célula biologica, estdo dentro do escopo da
presente invengao.

Uma molécula de dsRNA da presente invengao pode incluir cer-
ca de 15 ou mais (por exemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais) nucleotideos em cada fita. As fitas do ds-

RNA podem ser substancialmente complementares a uma regido-alvo do
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mRNA de mcl-1. Por exemplo, uma fita pode ser cerca de 90% (por exem-
plo, cerca de 90%, 95% ou 100%) complementar a uma regido-alvo de mR-
NA de mcl-1. A regido-alvo pode ser qualquer regido da sequéncia de acido
nucleico de mcl-1, por exemplo, uma regido correspondendo aos nucleoti-
deos 1 a 228 de SEQ ID N% 1, por exemplo, dentro da regido que codifica
um polipeptideo de aminoacidos 1 a 76 de SEQ ID N2: 2.

Uma molécula de dsRNA da invengdo pode ser produzida, por
exemplo, através de sintese quimica da molécula, transcricdo da molécula in
vitro a partir de um template de DNA, fazendo a molécula in vivo, por exem-
plo, a partir de shRNA (geragdo de dsRNAs e outros acidos nucleicos inibité-
rios é discutida ainda acima) ou usando qualquer outro método conhecido na
técnica. Por exemplo, cada fita de um dsRNA pode ser quimicamente sinteti-
zada usando nucleotideos que ocorrem naturalmente ou nucleosideos varia-
damente modificados projetados para aumentar a estabilidade bioldgica das
moléculas ou aumentar a estabilidade fisica das moléculas ou aumentar a
estabilidade ficica do duplex formado entre as fitas antissenso e senso do
dsRNA (por exemplo, derivados de fosforotioato e nucleosideos acridina-
substituidos podem ser usados). O dsRNA pode também ser produzido u-
sando um vetor de expressdo no qual um &acido nucleico incluindo as se-
quéncias senso e antissenso na mesma fita foi clonado (por exemplo, um
RNA transcrito a partir do acido nucleico inserido pode formar uma hairpina,
o tronco da qual forma um dsRNA que inclui uma fita antissenso que é com-
plementar a um RNA de mcl-1). Consequentemente, pode-se fazer um dsR-
NA que inibe a expressdao de mcl-1 através de geragdo (ou projeto) de um
dsRNA que inclui uma sequéncia que é o reverso e o complemento de uma
determinada sequéncia de mRNA de mcl-1.

O dsRNA pode ser testado em células expressando mcl-1. Um
dsRNA anti-mci-1 diminuird a expressao de mcl-1 (isto &, diminuira os niveis
de proteina de mcl-1 e mRNA de mcl-1) nas células; expressdo de mcl-1
pode ser ensaiada através de métodos conhecidos na técnica. Por exemplo,
os niveis de proteina de mcl-1 podem ser ensaiados através de analise por

Western blot, através de imunoprecipitacao, através de ELISA ou através de
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um ensaio funcional. Os niveis de mRNA de mcl-1 podem ser ensaiados a-
través de Northern blot, analise in situ ou transcricao inversa acoplada com
reagcao em cadeia de polimerase (RT-PCR).

A invencao também abrange ribozimas. Ribozimas sdo molécu-
las de RNA cataliticas com atividade de ribonuclease que sio capazes de
clivar um acido nucleico fita simples (por exemplo, mRNA) ao qual elas tém
uma regiao complementar. Assim, ribozimas (por exemplo, ribozimas do tipo
"hammerhead” (descritas em Haselhoff e Gerlach (1988) Nature 334: 585
591)) podem ser usadas para clivar cataliticamente transcritos de mRNA de
mcl-1, desse modo, inibindo a traducao de mRNA de mcl-1. Uma ribozima
tendo especificidade por um acido nucleico que codifica mcl-1 pode ser pro-
jetada baseado na sequéncia de nucleotideo de um cDNA de mcl-1 divulga-
do aqui. Por exemplo, um derivado de um RNA de Tetrahymena L 19 IVS
pode ser construido, no qual a sequéncia de nucleotideo do sitio ativo é
complementar a sequéncia de nucleotideo a ser clivada em um mRNA que
codifica mcl-1. Veja, por exemplo, Cech et al, Patente U.S. N2 4.987.071; e
Cech et al, Patente U.S. N° 5.116.742. Alternativamente, mRNA de mci-1
pode usado para selecionar um RNA catalitico tendo uma atividade de ribo-
nuclease especifica de um reservatorio de moléculas de RNA. Veja, por e-
xemplo, Bartel e Szostak (1993) Science 261: 1411 1418.

A invengao também abrange moléculas de acido nucleico que
formam estruturas helicoidais triplas. Por exemplo, expressdo do gene de
mcl-1 pode ser inibida através de objetivacdo de sequéncias de nucleotideo
complementares a uma regiao regulatéria do gene de mcl-1 (por exemplo, o
promotor e/ou intensificadores de mcl-1) para formar estruturas helicoidais
triplas que impedem a transcricdo do gene de mcl-1 em células-aivo. Veja,
de modo geral, Helene (1991) Anticancer Drug Des. 6(6): 569 84; Helene
(1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660: 27-36; e Maher (1992) Bioassays 14(12):
807-15.

Em determinadas modalidades, as moléculas de acido nucleico
da invencao sdo modificadas na por¢cao de base, porcao de agucar ou parte
principal de fosfato para melhorar, por exemplo, a estabilidade, hibridizacao
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ou solubilizagao da molécula. Por exemplo, a parte principal de desoxirribose
fosfato dos acidos nucleicos pode ser modificada para gerar acidos nuclei-
cos peptidicos (veja Hyrup et al (1996) Bioorganic & Medicinal Chemistry
4(1): 5-23). Conforme usado aqui, os termos "acidos nucleicos peptidicos"
ou "PNAs" se referem a mimicos de é&cido nucleico, por exemplo, mimicos
de DNA, nos quais a parte principal de desoéxirribose fosfato é substituida
por uma parte principal pseudopeptidica e apenas as quatro nucleobases
naturais sdo retidas. Foi mostrado que a parte principal neutra dos PNAs
permite hibridizacao especifica ao DNA e RNA sob condi¢cbes de baixa resis-
téncia idnica. A sintese de oligbmeros de PNA pode ser realizada usando
protocolos de sintese de peptideo em fase sodlida padrao, conforme descrito
em Hyrup et al (1996) supra; Perry O'Keefe et al (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93: 14670-675.

Na presente invengao, PNAs de mcl-1 podem ser usados para
aplicacoes terapéuticas e diagnosticas. Por exemplo, PNAs podem ser usa-
dos como agentes antissenso ou antigénicos para modulagcido sequéncia-
especifica de expressao de gene, por exemplo, através de indugao de trans-
cricao ou interrupgdo de tradugcao ou inibicao de replicagcdo do gene; PNAs
de mcl-1 podem também ser usados, por exemplo, na andlise de mutagcoes
de um unico par de base em um gene, por exemplo, Clampeamento de PCR
PNA-dirigida; como enzimas de restricao artificiais quando usadas em com-
binagdo com outras enzimas, por exemplo, Sl nucleases (Hyrup (1996) su-
pra); ou como sondas ou iniciadores para sequéncia de DNA e hibridizagcao
(Hyrup (1996) supra; Perry O'Keefe et al (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93: 14670-675).

Em outra modalidade, PNAs de mcl-1 podem ser modificados,
por exemplo, para intensificar sua estabilidade ou captacdo celular, através
de fixacao de grupos lipofilicos ou outros auxiliares ao PNA, através da for-
macao de quimeras de DNA/PNA ou através do uso de lipossomas ou outros
meétodos de distribuicdo de farmaco conhecidos na técnica. Por exemplo,
quimeras de DNA/PNA de mcl-1 podem ser geradas, as quais podem com-
binar as propriedades vantajosas de PNA e DNA. Tais quimeras permitem
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que enzimas de reconhecimento de DNA, por exemplo, RNAse H e DNA
polimerases, interajam com a porcao de DNA, enquanto que a porgao de
PNA proporciona alta afinidade e especificidade de ligagcdo. Quimeras de
PNA/DNA podem ser ligadas usando ligantes de comprimentos apropriados
selecionados em termos de empithamento de base, numero de ligacdoes en-
tre as nucleobases e orientacao (Hyrup (1996) supra). A sintese de quimeras
de DNA/PNA pode ser realizada conforme descrito em Hyrup (1996) supra e
Finn et al (1996) Nucleic Acids Research 24(17): 3357-63. Por exemplo, uma
cadeia de DNA pode ser sintetizada sobre um suporte sélido usando quimica
padrao de acoplamento com fosforamidita e andlogos de nucleosideo modi-
ficados, por exemplo, 5'-(4 metoxitriti)amino-5'-deséxi timidina fosforamidita,
podem ser usados como um ligante entre 0 PNA e a extremidade 5' do DNA
(Mag et al (1989) Nucleic Acid Res. 17: 5973 88). Monémeros de PNA s&o,
entao, acoplados de uma maneira gradual para produzir uma molécula qui-
mérica com um segmento de PNA 5' e um segmento de DNA 3' (Finn et al
(1996) Nucleic Acids Research 24(17): 3357 63). Alternativamente, molécu-
las quiméricas podem ser sintetizadas com um segmento de DNA 5' e um
segmento de PNA 3' (Peterser et al (1975) Bioorganic Med. Chem. Lett. 5:

1119-11124).
Em outras modalidades, o oligonucleotideo pode incluir outros

grupos pendentes, tais como peptideos (por exemplo, para objetivagcdo de
receptores na célula hospedeira in vivo) ou agentes que tacilitam o transpor-
te através da membrana celular (veja, por exemplo, Letsinger et al (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6553 6556; Lemaitre et al (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84: 648 652; Publicacao PCT N¢ WO 88/09810) ou a barreira
sangue/cérebro (veja, por exemplo, Publicacdo PCT N? WO 89/10134). Alem
disso, oligonucleotideos podem ser modificados com agentes de clivagem
disparados por hibridizagao (veja, por exemplo, Krol et al (1988) Bi-
o/Techniques 6: 958-976) ou agentes de intercalagéo (veja, por exemplo,
Zon (1988) Pharm. Res. 5: 539-549). Para essa finalidade, o oligonucleoti-

deo pode ser conjugado a outra molécula, por exemplo, um peptideo, agente
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Vetores, células hospedeiras e animais transgénicos

Tambem incluidos na presente invengao séo vetores, por exem-
plo, vetores de expressdo, contendo um &cido nucleico de mcl-1 (ou uma
por¢cao do mesmo). Conforme usado aqui, o termo "vetor" se refere a uma
molécula de acido nucleico capaz de transportar outro acido nucleico ao qual
ela tenha sido ligada. Um tipo de vetor é um plasmideo, isto €, um loop de
DNA fita dupla circulagédo no qual segmentos de DNA adicionais podem ser
ligados. Outro tipo é um vetor viral, em que segmentos de DNA adicionais
podem ser ligados no genoma viral. Determinados vetores sao capazes de
replicagcao autbnoma em uma célula hospedeira na qual eles sao introduzi-
dos. Portanto, também incluidas na invengéo, sao células hospedeiras con-
tendo o vetor contendo acido nucleico de mcl-1. A escolha do vetor e célula
hospedeira é rotina para aqueles versados na técnica.

A presente invengao proporciona um método de tratamento de
sindromes mielodisplasic as, linfomas e leucemias, em particular mastocitose
sistémica e também leucemia mieldide aguda (AML) e também tumores séli-
dos tais como, por exemplo, cancer célon-retal (CRC) e cancer de pulmao
de células ndo-pequenas (NSCLC) compreendendo administracdo a um
mamifero que precisa de tal tratamento, uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma combinacdo de um inibidor de quinase FLT-3 e um inibidor de
mcl-1, tal como um oligonucleotideo antissenso ou uma estrutura de RNAI
mcl-1-especifica, cada um na forma livre ou na forma de um sal farmaceuti-
camente aceitavel ou pro-farmaco, respectivamente.

De preferéncia, a presente invengdo proporciona um método

para o tratamento de mamitero, especialmente seres humanos, que sofrem
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hexahidro-10-metoxi-9-metil-1-0x0-9, 13-epodxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-
gh:3',2",1"-Im]pirrolo[3,4-j][1,7]benzodiazonin-11-il]-N-metilbenzamida da for-
mula (VIl) ou um sal farmaceuticamente aceitavel da mesma e um oligonu-
cleotideo antissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-especifica.

Em outra modalidade, a presente invencao se refere ao uso de
uma combinagao de um inibidor de quinase FLT-3 e um oligonucleotideo
antissenso ou uma estrutura de mcl-1-especifica para o tratamento de sin-
dromes mielodisplasicas, linfomas e leucemias, em particular mastocitose
sistémica e também leucemia mieldide aguda (AML) e também tumores soli-
dos tais como, por exemplo, cancer coélon-retal (CRC) e cancer de pulmao
de células nao-pequenas (NSCLC).

Em uma outra modalidade, a presente invencao se refere ao uso
de uma combinac¢ao de um inibidor de quinase FLT-3 e um oligonucleotideo
antissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-especifica para o preparo de
uma composi¢ao farmacéutica para o tratamento de sindromes mielodispla-
sicas, linfomas e leucemias, em particular mastocitose sistémica e também
leucemia mieldide aguda (AML) e também tumores sdlidos tais como, por

exemplo, cancer cdlon-retal (CRC) e cancer de pulmao de células nao-

pequenas (NSCLC).
De acordo com a invengdo, uma combinagdo de N-

[(8S,10R,11R,13R)-2,3,10,11,12,13-hexahidro-10-metdxi-9-metil-1-oxo0-9,13-
epoOxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3',2',1'-Im]pirrolo[3,4-jl[1,7]benzodiazonin-11-

il]-N-metilbenzamida da formula (VIl) ou um sal farmaceuticamente aceitavel
da mesma e um oligonucieotideo antissenso ou uma estrutura de RNAiI mcl-
1-especifica sdo as combinacoes preferidas de um inibidor de quinase FLT-3

e um oligonucleotideo antissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-
especifica.

Abreviacoes:

ASO Oligonucleotideo(s) antissenso

ASM Mastocitose sistémica agressiva

BM Medula 6ssea

BSA Albumina de soro bovino
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cladribina 2-clorodesoxiadenosina (=2CdA)
FCS Soro fetal de bezerro

ISM Mastocitose sistémica indolente

MC Mastocito(s)

MCL Leucemia de mastdcitos

Mcl-1 Leucemia de células mieldides 1

MCS Sarcoma de mastécitos

miRNA micro RNA

PB Sangue periférico

PBS Solucgao salina tamponada com fosfato
RNA.I RNA de interferéncia

RT-PCR Reacao em cadeia de polimerase-transcriptase reversa
shRNA RNA de hairpina curto

siRNA RNA de interferéncia curto

SM Mastocitose sistémica

SSM Mastocitose sist€émica "smouldering"

TK tirosina quinase

A combinag¢ao de um inibidor de quinase FLT-3 e um oligonucle-
otideo antissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-especifica pode estar na
forma livre ou na forma de um sal farmaceuticamente aceitavel ou pro-
farmaco, respectivamente, para tratamento de sindromes mielodisplasicas,
linfomas e leucemias, em particular mastocitose sistémica e também leuce-
mia mieldide aguda (AML) e também tumores solidos tais como, por exem-
plo, cancer cdlon-retal (CRC) e cancer de pulmao de células nao-pequenas
(NSCLC) pode ser uma combinacao livre ou fixa dos parceiros de combina-
¢ao.

Em um aspecto, a presente invencao também se refere a uma
combinagéo, tal como uma preparagao combinada ou uma composicao far-
macéutica, a qual compreende (a) um inibidor de FLT-3, especialmente os
inibidores de FLT-3 especificamente mencionados aqui antes, em particular
aqueles mencionados como sendo preferidos e (b) um oligonucleotideo an-
tissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-especifica, na qual os ingredientes
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ativos (a) e (b) estao presentes, em cada caso, na forma livre ou na forma de
um sal farmaceuticamente aceitavel ou formulagao biofarmacéutica adequa-
da para uso simultaneo, concorrente, separado ou sequencial. Formulacoes
biofarmacéuticas adequadas sao conhecidas por aqueles versados na técni-
ca, em que a formulagao é otimizada, dependendo se a administracao tera-
péutica € de um constructo de RNAi ou para um constructo de oligonucleoti-
deo antissenso.

O termo "uma preparacao combinada" define especialmente um
"kit de partes" no sentido de que os parceiros de combinacao (a) e (b), con-
forme definido acima, podem ser dosados independentemente ou através do
uso de diferentes combinagoes fixas com quantidades distintas dos parcei-
ros de combinacao (a) e (b), isto €, simultdnea, concorrente, separada ou
sequencialmente. As partes do kit de partes podem, entdo, por exemplo, ser
administradas simultanea ou cronologicamente, isto é, em diferentes pontos
de tempo e com intervalos de tempo iguais ou diferentes para qualquer parte
do kit de partes. A proporgcao das quantidades totais do parceiro de ccmbi-
nacgao (a) para o parceiro de combinacao (b) a serem administrados na pre-
paragao combinada pode ser variada, por exemplo, de forma a ir de encon-
tro as necessidades de uma sub-populacédo de pacientes a ser tratada ou as
necessidades de um unico paciente, necessidades diferentes as quais po-
dem ser em virtude da doenga em particular, gravidade da doenga, idade,
sexo, peso corpora, etc. dos pacientes.

Conforme mencionado acima, a dosagem precisa do inibidor de
FLT-3 e do oligonucleotideo antissenso ou uma estrutura de RNAi mcl-1-
especifica a ser empregada para tratamento das doengas e condicbes men-
cionadas aqui antes depende de varios fatores, incluindo o hospedeiro, a
natureza e a gravidade da condigcéo que esta sendo tratada, o modo de ad-
ministragdo. Contudo, em geral, resultados satisfatérios sao obtidos quando
o inibidor de FLT-3 é administrado parenteraimente, por exemplo, intraperi-
toneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intratumoral ou retalmente
ou enteralmente, por exemplo, oralmente, de preferéncia intravenosamente

ou, de preferéncia, oralmente, intravenosamente em uma dosagem didria de
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0,1 a 10 mg/kg de peso corporal, de preferéncia 1 a 5 mg/kg de peso corpo-
ral. Em experimentos com seres humanos, uma dose total de 225 mg/dia €,
mais presumivelmente, a Dose Maxima Tolerada (MTD). Uma dosagem dia-
ria intravenosa preferida é 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal ou, para prima-
tas maiores, uma dosagem diaria de 200-300 mg. Uma dose intravenosa
tipica é de 3 a 5 mg/kg, trés a cinco vezes por semana.

Mais preferivelmente, os inibidores de FLT-3, especialmente Mi-
DOSTAURINA, sao administrados oralmente, através de formas de dosa-
gem tais como microemulsoes, géis macios ou dispersoes sélidas em dosa-
gens de até cerca de 250 mg/dia, em particular 225 mg/dia, administradas
uma, duas ou trés vezes ao dia.

Usualmente, uma pequena dose é administrada inicialmente e a
dosagem € gradualmente aumentada até que a dosagem 6tima para o hos-
pedeiro sob tratamento seja determinada. O limite maximo de dosagem é
aquele imposto pelos efeitos colaterais e pode ser determinado através de
experimentacao para o hospedeiro que esta sendc tratado.

Os inibidores de FLT-3, o oligonucleotideo antissenso ou uma
estrutura de RNAi mcl-1-especifica podem ser combinados com um ou mais
veiculos farmaceuticamente aceitaveis e, opcionalmente, um ou mais de ou-
tros adjuvantes farmacéuticos convencionais e administrados enteralmente,
por exemplo, oralmente, na forma de comprimidos, cdpsulas, caplets, etc. ou
parenteralmente, por exemplo, intraperitoneal ou intravenosamente, na for-
ma de solugdes ou suspensodes injetaveis estéreis. As composicoes enterais
€ parenterais podem ser preparadas através de meios convencionais.

As solugbes para infusdo de acordo com a presente invengao
séo, de preferéncia, estéreis. Isso pode ser prontamente obtido, por meio de
filtragao através de membranas de filtracao estéreis. Formacgao asséptica de
qualgquer composi¢cdo na forma liquida, o enchimento asséptico de frascos
e/ou combinagdo de uma composicao farmacéutica da presente invengao
com um diluente adequado sob condigbes assépticas sao bem conhecidos

por agueles versados.
Os inibidores de FLT-3 e um oligonucleotideo antissenso ou um
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constructo de RNAi mcl-1-especifico pode ser formulado em composicdes
farmacéuticas enterais e parenterais contendo uma quantidade da substan-
cia ativa que € eficaz para tratamento de doengas e condicbes mencionadas
aqui antes, tais composi¢cdes na forma de dosagem unitaria e tais composi-
¢Oes compreendendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Exemplos de composigoes uteis de inibidores de FLT-3 sao des-
critos nas patentes Européias N2 0 296 110, N° 0 657 164, N2 0 296 110, N®

0733372, N20 711556, N20 711 557.
As composicdes preferidas de inibidores de FLT-3 sao descritas

na patente Européia N° 0 657 164 publicada em 14 de Junho de 1995. As
composigcoes farmacéuticas descritas compreendem uma solugdo ou disper-
sao de compostos de férmula |, tal como MIDOSTAURINA, um glicerideo de
polialquileno glicol saturado é uma mistura de glicerila e polietileno glicol és-
teres de um ou mais Cg-C1g &cidos graxos saturados.

Dois processos de fabricagdo de tais composicdes de inibidores
de FLT-3 séo descritos aqui depois.

Composigao A:
Gelucire 44/14 (82 partes) ¢ fundida através de aquecimento

para 60° C. MIDOSTAURINA em po6 (18 partes) é adicionada ao material
fundido. A mistura resultante é homogeneizada e a dispersao obtida é intro-
duzida em capsulas de gelatina dura de diferentes tamanhos, de modo que
algumas contenham uma dosagem de 25 mg e outras uma dosagem de 75

mg da MIDOSTAURINA. As capsulas resultantes sdo adequadas para admi-

nistragao oral.

Composicao B:
Gelucire 44/14 (86 partes) é fundido através de aquecimento

para 60° C. MIDOSTAURINA em pd (14 partes) é adicionada ao material
fundido. A mistura é homogeneizada e a dispersao obtida é introduzida em
capsulas de gelatina dura de diferentes tamanhos, de modo que algumas
contenham uma dosagem de 25 mg e outras uma dosagem de 75 mg da

MIDOSTAURINA. As capsulas resultantes sdo adequadas para administra-

¢ao oral.
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Gelucire 44/14 comerciaimente disponivel da Gattefossé é uma
mistura de esteres de C8-C18 4acidos graxos saturados com glicerol e um
polietileno glicol tendo um peso molecular de cerca de 1500, as especifica-
¢Oes para a composicdo do componente de acido graxo sendo, em peso, 4-
10% de acido caprilico, 3-9% de acido caprico, 40-50% de acido laurico, 14-
24% de acido miristico, 4-14% de acido palmitico e 5-15% de acido esteari-

Cco.
Um exemplo preferido de formulacdo de Gelucire consiste em:
Gelucire (44/14): 47 g
MIDOSTAURINA: 3,0 g enchida em um frasco Twist de 60 mL
Um exemplo preferido de gel macio contera a seguinte microe-

mulsao:

Glicerideos de 6leo de milho 85,0 mg

Polietilenoglicol 400 128,25 mg

Cremophor RH 40 213,75 mg

MIDOSTAURINA 25,0 mg

DL alfa Tocoferol 0,5 mg

Etanol absoluto 33,9 mg

486,4 mg

Total
Contudo. deve ser claramente entendido que isso é para fins de

ilustracao apenas.

Pode ser mostrado, através dos métodos de teste descritos a-
baixo, que a combinacdo de um inibidor de FLT-3 e um oligonucleotideo an-
tissenso de mcl-1 ou um constructo de RNAi mcl-1-especifica é mais eficaz
do que tratamento com qualquer um dos agentes sozinhos. Nesses estudos,
determinados efeitos sobre o ciclo celular e apoptose induzida por um oligo-
nucleotideo antissenso ou um constructo de RNAi mcl-1-especifico e um
inibidor de quinase FLT-3, de preferéncia 4-benzil estaurosporina, contra
mastocitose sistémica (SM) sao demonstrados.

A expressao e o papel funcional de Mcl-1 em MCs neoplasicos
humanos sao examinados. Pode ser mostrado que MCs neoplasicos prima-
rios em todas as variantes de SM, incluindo ASM e MCL, bem como a linha-
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gem de ceélulas de MCL HMC-1, expressa Mcl-1 de uma maneira constituti-
va. Além disso, é mostrado que objetivacdo de Mcl-1 nessas células esta
associada a crescimento reduzido e inducéo de apoptose e a uma sensibili-
dade aumentada a inibidores de TK, incluindo PKC412, 4-metil-3-[[4-(3-
piridinil)-2-pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil- 1H-imidazol-1-il)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida e imatinib.

Um ensaio de citometria de fluxo recentemente desenvolvido
(FCM), utilizando anticorpo anti-FLT-3 ou fosfo (p)-FLT-3, é usado para de-
monstrar que, enquanto células MV4-11 (MV) expressam FLT-3 e p-FLT-3,
células RS4-11 (RS) expressam apenas FLT-3 sobre sua superficie celular.
Exposigao a 20 a 200 nM de um inibidor de FLT-3 preferido induz a acumulo
em fase G1 do ciclo celular e, de uma maneira dose-dependente, significati-
vamente mais apoptose de células MV do que RS. Isso esta associado a
uma atenuacao acentuada dos niveis de p-FLT-3, p-AKT e p-ERK1/2, mas
nédo de FLT-3, AKT ou ERK1/2, conforme determinado através de analises
de Western. O inibidor de FLT-3 preferidc também inibe a expressao, na su-
perficie, de p-FLT-3, mas nao de FLT-3 (conforme pode ser determinado
atraves de FCM) sobre células MV. Em contraste ao inibidor de FLT-3 prefe-
rido, tratamento com um composto HDAI preferido atenua os niveis de FLT-3
e p-FLT-3 de uma maneira dose-dependente em células MV e RS, conforme
pode ser determinado através de andlise de Western e FCM. Exposicdo a
um composto HDAI preferido (20 a 100 nM) também sub-regula os niveis de
p-FLT-3, p-AKT e p-ERK1/2. Significativamente, cotratamento com um inibi-
dor de FLT-3 preferido e um composto HDAI preferido induz, surpreenden-
temente, a apoptose de células MV e RS. Isso esta associado a uma maior
atenuacgao de p-FLT-3, p-AKT e p-ERK1/2 em células MV.

De preferéncia, ha pelo menos um efeito benéfico, por exemplo,
uma intensificagdo mutua dos primeiro e segundo ingredientes ativos, em
particular um sinergismo, por exemplo, mais do que um efeito aditivo, efeitos
vantajosos adicionais, menos efeitos colaterais, um efeito terapéutico combi-
nado em uma dosagem de outro modo nao eficaz de um ou ambos dos pri-

meiro e segundo ingredientes ativos e, especialmente, um forte sinergismo
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dos ingredientes ativos.
A propor¢do molar de inibidor de FLT-3/um oligonucieotideo an-

tissenso ou um constructo de RNAI mcl-1-especifico na combinagao é ge-

ralmente de 1/10 a 10/1, de preferéncia de 1/5 a 5/1, por exemplo, 1/1, 2/1

ou 3/1.
Exemplo 1
Materiais e Métodos

Reagentes

Imatinib (ST1571), PKC41228 e nilotinib (4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-
2-pirimidinil]amino]—N-[5-(4-metil-1 H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] ben-
zamida) 29 sdo proporcionados pela Novartis Pharma AG (Basel, Suiga).
Solugbes de estoque de PKC412 e 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinil]amino]—N-[5-(4-metiI-1 H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida sdo preparadas através de dissolugdo em sulféxido de dimetila (DMSO;
Merck, Darmstadt, Alemanha). interleucina-4 (IL-4) é adquirida da Peprotech
(Rocky Hill, NJ), meio RPMI 1640 e soro fetal de bezerro (FCS) da PAA La-
boratories (Pasching, Austria), L-glutamina e meio de Dulbecco modificado
de Iscove (IMDM) da Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD), °H-
timidina da Amersham (Aylesbury, Reino Unido) e claribina (2-
clorodesoxiadenosina, 2CdA) da Janssen-Cilag (Beerse, Bélgica). Oligonu-
cleotideos antissenso (ASO; projetados de acordo com sequéncias recente-
mente publicadas) sdo obtidas da VBC Genomics (Viena, Austria) ou ISIS
Pharmaceuticals (Carisbad, CA) e siRNA da Dharmacon (Lafayette, CO).
Caracteristicas de paciente e purificagao de mastoécitos neoplasicos

Um numero total de 25 pacientes com mastocitose sistémica
(mastocitose sistémica indolente, ISM, n = 17; mastocitose sistémica agres-
siva, ASM, n = 3; leucémica de mastécitos, MCL, n = 2; mastocitose sistémi-
ca "smouldering”, SSM, n = 2; sarcoma de mastécitos, MCS, n = 1) sé@o e-
xaminados. Células de medula 6ssea (BM) sao obtidas da crista iliaca poste-

rior e coletadas em seringas contendo heparina isenta de conservante. Em

cada caso, consentimento informado € obtido antes de biopsia. Os diagnos-

ticos sao estabelecidos de acordo com 0s critérios da OMS. Em dois pacien-
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tes com leucemia de mastécitos (MCL) e um com sarcoma de mastdcitos
(MCS), MCs neoplasicos primarios séo purificados até homogeneidade (pu-
reza >98%) usando mAb PE-rotulado YB5.B8 (Pharmingen, San Diego, CA)
e um selecionador de células FACS-Vantage (Becton Dickinson, San Jose,
CA) conforme descrito. Todos os experimentos sdo conduzidos com aprova-
¢ao pelo quadro de revisao institucional e de acordo com a declaragédo de
Helsinki.
Cultura de células HMC-1 exibindo ou carecendo de KIT D816V

A linhagem de mastécitos humanos HMC-1 gerada a partir de
células leucémicas em um paciente com MCL48 é obtida (Mayo Clinic, Ro-
chester, MN). Dois subclones de HMC-1 sao usados, isto é, HMC-1.1 abri-
gando a mutagdo KIT G560V mas nao D816V e células HMC-1.2 exibindo a
mutagdo G560V e a mutagdo D816V de KIT. 32 células HMC-1 sdo cresci-
das em meio IMDM suplementado com FCS a 10%, 1-glutamina e antibidti-
cos a 37°C e 5% de CO,. Células HMC-1 sio recongeladas a partir de um
estoque original a cada 4 a 8 semanas e sofrem passes semanais. Como
controle de "estabilidade fenotipica", células HMC-1 sdo periodicamente veri-
ficadas com relagéo a expressdo de KIT e o efeito de sub-regulacdo de IL-4

. (100 U/ml, 48 horas).

Tratamento com inibidores
Células HMC-1 sado incubadas com varias concentracdes do ini-

bidor de TK de objetivagao a KIT D816V PKC412 (100 pM a 10 uM), varias
concentragoes de 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil-
1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida (1 nM a 100 puM), imatinib
(3 nM a 300 uM), 2CdA (0,1 - 10.000 ng/mL) ou meio de controle a 37°C e
5% de CO: durante até 48 horas. Em um conjunto separado de experimen-
tos, células HMC-1 transfectadas com ASO mcl-1-especifico antes de serem
expostas a farmacos inibitérios (veja abaixo). Em outros experimentos, as
células sado transfectadas com varias concentragcbes de ASO Mcl-1-
especifico (60 nM - 250 nM) durante até 12 horas ou com siRNA (200 nM)
durante 12 horas sem exposicao adicional aos farmacos objetivados. Apds

exposigéo aos farmacos e/ou ASO, as células sdo submetidas a experimen-
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tos de captagdo de ®H-timidina, analise de viabilidade celular e apoptose ou

Western blotting.
Analise por Northern blot e RT-PCR
RNA total é isolado de células HMC-1 usando Trizol (Invitrogen,

Carlsbad, CA) de acordo com as instrugcdes do fabricante. Preparacdo de
RNA e Northern blotting sdo realizados essencialmente conforme descrito.
Em suma, 15 pug de RNA total sdo fracionados sobre géis de formaldeido-
agarose a 1,0% e transferidos para membranas de nailon (Hybond N, Amer-
sham, Aylesbury, Reino Unido) conforme descrito. Hibridizagdo é realizada
em tampao "Rapid-hyb" (Amersham) usando cDNAs *?P-rotulados especifi-
cos para mcl-1 ou B-actina. A sonda de mcl-1 é gerada através de excisao
do cDNA de mcl-1 de comprimento total de pBSK-Mcl-1 (uma cortesia de
Stanley J. Korsmeyer, Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA) com EcoRlI
e Xbal (New England Biolabs, Beverly, MA) conforme descrito. Rotulagéo é
realizada usando o kit Megaprime (Amersham). As blots sdo lavadas em 0,2
x SSC (1 x SSC = NaCl a 150 mM e citrato de sédio a 15 mM, pH de 7,0)
com dodecil sulfato de sédio a 0,1% (SDS) durante 1 hora a 42°C durante 2
x 30 minutos e a 62°C durante mais 30 minutos. A radioatividade ligada é
visualizada através dé exposicao a um filme Biomax MS (Kodak, Rochester,
NY) a -80°C usando telas de intensificacdo (Kodak). Os niveis de expresséao
de mRNA sao quantificados através de densitometria de auto-radiogramas
usando o software E.A.S.Y. Win32 (Herolab, Wiesloch, Alemanha). Reagcdes
de RT-PCR séo realizadas usando o kit Protoscript First Strand cDNA Syn-
thesis (New England Biolabs, Beverly, MA) usando 1 ug de RNA em um vo-
lume de reagao de 50 pL. As condigdes de PCR sdo como segue: desnatu-
ragao inicial a 94°C durante 60 segundos, anelamento a 55°C durante 60
segundos, polimerizagao a 72°C durante 60 segundos (35 ciclos) e extensédo
terminal a 72°C durante 10 minutos. Os seguintes pares de iniciador s&o u-
sados: mcl-1: 5-TGC TGG AGT TGG TCG GGG AA-3' (dianteiro) (SEQ ID
N2 3) e 5'-TCG TAA GGT CTC CAG CGC CT-3' (reverso) (SEQ ID N2: 4). B-
actina: 5'-ATG GAT GAT GAT ATC GCC GCG-3' (dianteiro) (SEQ ID N2:5) e
5-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT GGA GGG GCC-3' (reverso)
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(SEQ ID N2:6). Os produtos de PCR sdo decompostos em géis de agarose a
1% contendo 0,5 ng/mL de brometo de etidio.

Analise por Western blot
Analise por Western blot é realizada conforme previamente des-

crito usando lisatos de células HMC-1 um anticorpo policlonal anti-Mcl-1 hu-
mana de coelho (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Em suma, as
células sao submetidas a lise em solugcdo salina tamponada com fosfato
(PBS) contento Triton-X a 1% (Sigma, St. Louis, MO). As proteinas sdo se-
paradas sob condigbes de redugdo através de eletroforese em SDS-gel de
poliacrilamida e transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran, Sc-
hieicher & Schuell, Dassel, Alemanha) em tampao de transferéncia. As
membranas sao, entdo, expostas a IgG anticamundongo/anticoelho (BM
Chemiluminescence Western blotting Kit, Roche). Para confirmar carrega-
mento igual, as membranas sdo re-hibridizadas com um anticorpo anti-B-
actina (Sigma). Quimioluminescéncia é detectada através de exposicdo a um
filme Biomax MS (Kodak).

Imuno-histoquimica e imunocitoquimica
Em todos os pacientes com SM, a expressdo de Mcl-1 em MCs

neoplasicos de BM é examinada sobre se¢bes seriais (2 um) preparadas a
partir de espécimes de BM incrustadas em parafina, formalina-fixadas usan-
do a técnica de coloracdo indireta com imunoperoxidase. Peroxidase endo-
gena é bloqueada com CH3zOH/H.O,. Antes de coloragdo com um anticorpo -
anti-Mcl-1 policlonal (Santa Cruz) (diluigdo de trabalho: 1:50), secées de BM
sdo pré-tratadas em um forno de microondas. Se¢des de BM seriais sdo in-
cubadas com o anticorpo anti-Mcl-1 (durante a noite) e o anticorpo antitripta-
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cromogénio. As laminas sdo contracoradas em Mayer's Hemalaun. Imunoci-
toquimica é realizada sobre preparagdes em Citospina de células HMC-1
conforme descrito usando anticorpo anti-Mcl-1 (diluicdo de trabalho de
1:200) e IgG anticoelho de cabra biotinilada (Biocarta, San Diego, CA). Em
experimentos selecionados, um peptideo de bloqueio de Mcl-1 (Santa Cruz)
é aplicado (diluicdo de trabalho de 1:40). Como cromogénio, complexo de
fosfatase alcalina (Biocarta) é usado. A reatividade com o anticorpo é torna-
da visivel usando Neofuchsina (Nichirei, Téquio, Japao).
Transfeccao de oligonucleotideos antissenso (ASO) e siRNA de mcl-1
Células HMC-1.1 e HMC-1.2 s3o transfectadas com um ASO de
fosforotioato quimérico de 2'-O-
metoxietil/2'-desoxinucleotideo mcl-1-especifico (5'-TTG GCT TTG TGT CCT
TGG CG-3') (SEQ ID N2 7) ou com um reservatério de oligonucleotideo de
controle misturado. O controle misturado representa uma mistura de bases A
(adenina), G (guanina), T (timina) e C (citosina), a preparacéo resultante
contendo uma mistura equimolar de oligonucleotideos. Em um conjunto de
experimentos separado, um siRNA de mcl-1 fita dupla anelado, purificado e
dessalinizado (AAG AAA CGC GGU AAU CGG ACU) (SEQ ID N2: 8) e AGU
CCG AUU ACC GCG UUU CUU 3' (mcl1, SEQ ID N2 9)) e um siRNA de
controle contra luciferase (CUU ACG CUG AGU ACU UCG A) (SEQ ID N2
10), ambos obtidos da Dharmacon (Lafayette, CO), sdo aplicados. Para
transfecgao, 800.000 células sdo vedadas em laminas de cultura de 75 cm?
a 37°C durante 24 horas. Mcl-1-ASO e siRNA de Mcl-1 sdo transformados
em complexo com Regente Lipofectina (Invitrogen) em meio RPMI 1640 es-
sencialmente conforme descrito. Em suma, células HMC-1.1 ou HMC-1.2
sao incubadas com varias concentragbes de ASO de mcl-1 (50-250 nM) ou
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descobriu-se que Mcl-1 é expressa em MCs neopléasicos em pacientes com
ISM e SSM, bem como em malignidades de alto grau, tais como ASM e M-
CL. Também descobriu-se que a linhagem de célula de leucemia humana
MCL-derivada HMC-1 (HMC-1.1 e HMC-1.2) expressa proteina Mcl-1, con-
forme determinado através de imunocitoquimica. A reatividade do anticorpo
anti-Mcl-1 com células HMC-1.1 apds pré-incubagdo com meio de controle
ou um peptideo de bloqueio Mcl-1-especifico é realizada e 0 mesmo resulta-
do € obtido com células HMC-1.2.
Deteccdo de mRNA de mcl-1 em mastécitos neoplasicos

Em uma préxima etapa é examinada a expressdo de mRNA de
mcl-1 em ceélulas HMC-1 e MC neoplasicos priméarios. Conforme avaliado
através de Northern blotting, descobriu-se que células HMC-1.1 e células
HMC-1.2 expressam mRNA de mcl-1. A expressdo de mRNA de mcl-1 em
celulas HMC-1 ¢é confirmada através de anélise por RT-PCR. Além disso,
nos foram capazes de demonstrar a expressdao de mRNA de mcl-1 em MC
neoplasico primario altamente purificado em pacientes com MCL ou MCS,
através de andlise por RT-PCR.
Subregulagéo de mcl-1 contra-atua a viabilidade de MC neoplésica

METODO: Os efeitos de oligonucleotideos antissenso de mcl-1
sobre a expressdo de proteina de mcl-1 e viabilidade celular em células
HMC-1.1 e HMC-1.2 sdo analisados. Células HMC-1.1 e células HMC-1.2
abrigando KIT D816V séo transferidas com um oligonucleotideo antissenso
de mcl-1 a 250 nM, um controle misturado ou s@o deixadas n&o-
transfectadas durante 12 horas antes de serem analisadas. Andlise por Wes-
tern blot de expressédo de mcl-1 é realizada usando um anticorpo anti-mci-1.
B-actina serviu como um controle de carregamento. Avaliagdo de células
nao-viaveis (azul de tripano-positivas) é expressa como um percentual de
todas as células nucleadas (numeros (%) de células apoptdéticas). Os resul-
tados representam a média + S.D. de 3 experimentos independentes.

Os efeitos dose- e tempo-dependentes de oligonucleotideos an-
tissenso de mcl-1 sobre mastécitos neoplasicos sdo analisados via andlise
por Western blot de expressédo de Mcl-1 em células HMC-1.1 e células HMC-
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1.2 apoOs exposicédo a varias concentragdes de oligonucleotideos antissenso
de mcl-1 (60-250 nM) ou meio de controle durante 12 horas. B-actina serve
como controle de carregamento. Os efeitos tempo-dependentes de oligonu-
cleotideos antissenso de mcl-1 (250 nM) e um controle misturado (250 nM)
sobre a expressao da proteina Mcl-1 em células HMC-1.1 e células HMC-1.2
sdo observados. A expressdao de Mcl-1 é determinada através de Western
blotting com B-actina servindo como um controle de carregamento. Os efei-
tos tempo-dependentes de oligonucleotideos antissenso de mcl-1 (250 nM) e
do controle misturado (250 nM) sobre a viabilidade celular, isto é, o percen-
tual de células HCM-1.1 e células HCM-1.2 apoptéticas sdo obtidos. Os re-
sultados representam a média + S.D. de 3 experimentos independentes.

RESULTADQOS: Para investigar o papel de Mcl-1 como uma mo-
lécula de sobrevivéncia e alvo potencial em SM, nocaute de Mcl-1 é feito em
células HMC-1.1, bem como em células HMC-1.2 através da abordagem de
oligonucleotideo antissenso (ASQO). Conforme determinado através de Wes-
tern blotting, a transfec¢do de ambas as linhagens de linhagem com ASO de
mcl-1 (250 nM) eliminou virtualmente a expressao de proteina Mcl-1 quando
comparado com o controle misturado ou células nao-transfectadas. Confor-
me esperado, a transfec¢cdo com ASO de mcl-1 leva a um aumento substan-
cial nas células azul de tripano-positivas (o controle é cerca de 1-5%; o con-
trole misturado é de cerca de 5-8%; ASO é cerca de 35-50%) e a um aumen-
to similarmente substancial no percentual de células apoptdticas em ambos
os suclones de HMC-1 testados, isto &, células HCM-1.1 e células HCM-1.2.
Descobriu-se que os efeitos do ASO de mcl-1 sobre o crescimento e a so-
brevivéncia de MCs neoplasicos (HCM-1) era dose- e tempo-dependente.
Esses dados mostram que objetivagdo de mcl-1 em MCs neoplasicos atra-
vés de uma abordagem de ASO esta associada a perda de viabilidade celu-
lar e indugao de apoptose.
Efeitos de siRNA de mcl-1 sobre mastécitos neoplasicos

METODO: Os efeitos de siRNA de mcl-1 sdo analisados em
mastocitos neoplasicos sobre a expressdo de proteina Mcl-1 e viabilidade
celular em células HMC-1.1 e células HMC-1.2. As células sdo deixadas
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nao-transfectadas (Controle) ou sdo transfectadas com siRNA mcl-1-
especifico (mcl-1-siRNA; 200 nM) ou um siRNA luciferase-especifico (contro-
le) (luc-siRNA; 200 nM) conforme descrito aqui. Expressao de proteina Mcl-1
¢ determinada através de Western blotting usando um anticorpo policlonal
anti-Mcl-1. Carregamento igual ¢ confirmado através de hibridizagdo de -
actina. A viabilidade celular é analisada registrando o percentual (%) de célu-
las apoptéticas. Os resultados representam a média £ S.D. de 3 experimen-
tos independentes em cada conjunto de experimentos.

RESULTADOS: Em uma préxima etapa, é aplicado um siRNA
mcl-1-especifico para demonstrar adicionalmente o papel de mcl-1 como
uma molécula sobrevivéncia-relacionada e alvo potencial em MCs neoplasi-
cos. Nesses experimentos, descobriu-se que siRNA de mcl-1 subregula a
expressao da proteina Mcl-1 em células HMC-1.1 e células HMC-1.2. Des-
cobriu-se que a subregulacdao siRNA-induzida de Mcl-1 esta associada a um
aumento em células apoptéticas em células HMC-1.1, bem como em células
HMC-1.2. Esses dados proporcic nam evidéncia adicional de que mcl-1 é um
fator de sobrevivéncia essencial em MCs neoplésicos.

Efeitos de agentes antineoplasicos e farmacos objetivados sobre a ex-
pressao de Mcl-1 em mastécitos neoplasicos

METODO: Os efeitos de PKC412, nilotinib (isto &, 4-metil-3-[[4-
(3-piridinil)-2-pirimidinillJamino]-N-[5-(4-metil- 1H-imidazol-1-il)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida), imatinib (isto é, GLIVEC ou GLEEVEC) ou
2CdA sobre a expressao da proteina Mcl-1 e sobre a viabilidade celular em
células HMC-1.1 carecendo de KIT DS816V e em células HMC-1.2 exibindo
kivD816V é observada. Expressdo de proteina Mcl-1 é determinada através
de Western blotting usando um anticorpo policlonai anti-Mci-1. Carregamen-
to igual é confirmado através de hibridizagdo de B-actina. A viabilidade celu-
lar é analisada registrando o percentual (%) de células apoptéticas. Resulta-
dos documentando os efeitos de farmaco sobre a viabilidade celular repre-
sentam a média + S.D. de 3 experimentos independentes.

RESULTADOS: Em uma etapa seguinte, sdo explorados os efei-

tos de varios farmacos objetivados sobre a expressdao de Mcl-1 em células
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HMC-1. Nesses experimentos, foi descoberto que PKC412 (0,3-10 uM), 4-
metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida (10-300 nM) e imatinib (30-300 nM), mas nao
2CdA (até 1.000 ng/ml), sub-regulam a expressao da proteina Mcl-1 em cé-
lulas HMC-1.1 carecendo de KIT D816V. Quando de aplicagdo dos mesmos
farmacos (nas mesmas concentragbes) sobre células HMC-1.2 exibindo KIT
D816V, foi descoberto que PKC412 (1-10 uM) e 2CdA (10-100 ng/ml) dimi-
nuem a expressao de Mcl-1 comparado com o controle, enquanto que ne-
nhum efeito significativo é observado com 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidiniljJamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida ou imatinib sobre a faixa de dose testada. Em ambas as linhagens de
célula, descobriu-se que a diminuigdo farmaco-induzida na expressdo da
proteina Mcl-1 esta acompanhada por um aumento em células apoptoéticas.

ASO de Mcl-1 coopera com PKC412, 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida (nilotinib) e imatinib na produgdo de inibicdo de crescimento em MCs
neoplasicos.

Baseado nos efeitos rigorosos de farmacos objetivados e do
ASO mcl-1-especifico, estdo interessados em aprender se combinagbes de
farmacos e ASO resultariam em efeitos antiproliferativos (ou de indugcéao de
apoptose) sinergisticos sobre células HCM-1.1 e células HCM-1.2. Em uma
primeira etapa, os valores de ICso. s80 determinados para cada unico farma-
co em experimentos de captagdo de ®H-timidina e experimentos que deter-
minam o numero de células apoptdticas apds exposi¢ao a farmacos. Os res:
pectivos resultados (valores de ICsg) sao resumidos na Tabela 1. Com rela-
¢ao aos farmacos objetivados, os dados sdo grandemente consistentes com
as observagbes anteriores. As concentragoes de farmacos objetivados re-
queridas para bloguear a proliferagao sdo usualmente menores comparado
com aquelas requeridas para indugdo de apoptose. Em concordancia com
dados anteriores, descobriu-se que PKC412 e 2CdA e, até um grau menor,
4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil- 1H-imidazol-1-il)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida contra-atuam o crescimento celular em célu-
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las HMC-1.2 em concentragdes farmacologicamente relevantes. Em contras-
te, em células HMC-1.1, descobriu-se que PKC412, 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-
2-pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] ben-
zamida e imatinib reduzem o crescimento celular e induzem a apoptose, en-
quanto que nenhum efeito significativo € observado com 2CdA. Descobriu-se
que ASO de mcl-1 inibe a proliferacdo e induz & apoptose do subclone HMC-
1.1 e HMC-1.2, com valores de ICs, ligeiramente maiores observados em

células HMC-1.2.

Tabela 1
Efeitos de varios farmacos objetivados sobre a captagdo de 3H-timidina

(ICso) € indugéo de apoptose (EC50) em células HCM-1.1 e HCM-1.2
Captagdo de °H-timidina apoptose (EC50)*

(IC50)*
composto HMC-1.1 HMC-1.2 HMC-1.1 HMC-1.2
mcl-1 ASO 40-80 nM 60-100 nM 250 nM >250 nM
PKC412 50-250 nM 50-250 nM  0,5-3 uM 0,5-3 uM
nilotinib™* 3-10 nM 1-3 uM 30-80 nM >10 uM
Imatinib 10-30 nM >3 uM 50-150 nM >10 uM
2CdA 0,1-0,3 pg/mL  5-20 ng/mL >1 pug/mL >1 ng/mL

*A captacdo de *H-timidina é analisada apds 24 horas de incubacdo com
farmacos ou transfecgdo com ASO e o percentual de células apoptdticas
determinado sobre preparagbes de Citospina apds as células terem sido in-
cubadas com farmacos durante 24 horas. Para avaliagdo de apoptose, as
celulas sdo examinadas 12 horas apds transfecgao com ASO porque, apds
24 horas, o numero de células apoptéticas é >50% em todos os casos.
** nilotinib € 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil-1H-
imidazol-I-
il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida

Os efeitos de oligonucleotideos antissenso de mcl-1 e farmacos

objetivados sobre o crescimento e viabilidade de mastocitos neoplasicos ca-
recendo (HMC-1.1) ou exibindo (HMC-1.2) KITD816V sdo analisados.
METODO: Efeitos de varias concentragdes de PKC412, 4-metil-
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3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-N-{5-(4-metil- 1H-imidazol-1-il)-3-
(trifluorometil)fenil] benzamida (nilotinib), STI571 (imatinib) ou 2CdA sobre a
captacdo de *H-timidina por células HMC-1.1 transfectadas com um controle
misturado ou com oligonucleotideos antissenso de mcl-1, 50 nM sao obtidos.
Os resultados sao expressos como percentual do controle (= controle mistu-
rado) sem farmaco objetivado e representam a média + SD de 3 experimen-
tos independentes. Os efeitos de oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou
controle misturado (cada 100 nM) aplicados com PKC412, nilotinib, STI571
(imatinib) ou 2CdA ou sem o respectivo farmaco sobre a viabilidade celular,
isto e, percentual (%) de celulas apoptdticas, sao analisados. Os resultados
representam a meédia + SD de 3 experimentos independentes. Usando o
software CalcuSyn, andlises de relacdes dose-efeito de PKC412, nilotinib,
STI571 (imatinib) ou 2CdA e apoptose antissenso de mci-1-induzida em cé-
lulas HMC-1.1 s&o calculados de acordo com o método de efeito médio de
Chou e Talalay. Um indice de combinac¢ao (Cl) de menos de 1 indica siner-
gismo.

Os efeitos de varias concentragdes de PKC412, nilotinib, STI571
(imatinib) ou 2CdA sobre captagéo de °H-timidina por células HMC-1.2 trans-
fectadas com um controle misturado ou oligonucleotideos antissenso de mcl-
1 (80 nM) sao analisados. Os resultados s@o expressos como percentual de
controle, isto &, controle misturado sem farmaco objetivado e representam a

. média + SD de 3 experimentos independentes. Os efeitos de oligonucleoti-

deos antissenso de mcl-1 ou controle misturado (cada 100 nM) aplicados
com PKC412, nilotinib, STI571 (imatinib) ou 2CdA ou sem o respectivo far-
maco sobre a viabilidade celular, isto €, o percentual (%) de células apoptoti-
cas é analisado. Os resultados representam a média + SD de 3 experimen-
tos independentes. Usando o software CalcuSyn, analises de relagdes dose-
dependente de PKC412, nilotinib, STI571 (imatinib) ou 2CdA e apoptose
mcl-1 antissenso-induzida em células HMC-1.2 sdo calculados de acordo
com o0 método de efeito médio de Chou e Talalay. Um indice combinado (Cl)

menor do que 1 indica sinergismo.
RESULTADOS: Quando de comparagao de respostas farmaco-
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induzidas de células HCM-1 transfectadas com controle misturado, diferen-
cas substanciais sdo encontradas. Na verdade, na maioria dos casos, des-
cobriu-se que transfecgdo com ASO de mcl-1 sensibiliza células HMC-1 con-
tra inibidores de TK, bem como contra 2CdA. De modo interessante, em cé-
lulas HMC-1.1, descobriu-se que a maioria das combinag¢des € de natureza
sinergistica. Em contraste, em celulas HMC-1.2, efeitos sinergisticos sao
observados apenas com combinagdes de ASO e PKC412 e ASO e 2CdA,
mas nado com ASO e 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil]amino]-N-[S-(4-
metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil) fenil] benzamida ou ASO e imatinib.
Em geral, esses dados mostram que Mcl-1 pode ser empregado como um
novo alvo de farmaco em MCs neoplasicos e que um ASO mcl-1-especifico
¢ capaz de sensibilizar celulas HCM-1 contra 2CdA e novos inibidores de

TK.

Discusséao
Mcl-1 € um membro bem caracterizado da familia Bcl-2 que foi

recentemente implicado na patogénecc de varios neoplasmas mieléides.
Mastocitose sistémica (SM) é um neoplasma mieldide caracterizado por
crescimento anormal e acumulo de MCs em 4rgaos viscerais. é fornecida
evidéncia de que MCs neoplasicos em pacientes com SM, bem como a li-
nhagem de célula de leucemia de mastécitos humana HCM-1 expressa Mcl-
1 de uma maneira constitutiva. Além disso, os dados mostram que Mcl-1 é
uma molécula de sobrevivéncia critica em MCs neoplasicos e que objetiva-
¢do de Mcl-1 por ASO ou siRNA esta associada a uma sobrevivéncia dimi-
nuida de MCs neoplasicos e a uma resposta aumentada a inibidores de qui-
nase de tirosina KIT, incluindo PKC412 ou 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil-1 H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida.

MCs neoplasicos e normais sdo células de vida extremamente
longa comparado com a maioria das outras linhagens mieldides, incluindo
basoéfilos, mas os mecanismos e fatores de sobrevivéncia responsaveis por
sua sobrevivéncia a longo prazo permanecem grandemente desconhecidos.
Embora membros da familia Bcl-2 tenham sido implicados como fatores de
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sobrevivéncia essenciais em células granulomonociticas, pouco se sabe a
respeito da expressdo e papel dessas moléculas em MCs. Até o momento,
foi reportado que MCs neopldsicos, bem como células HCM-1, expressam
Bcl-2. Além disso, MCs neoplasicos em SM séo descritos como mostrando
Bcl-xL. Nesse estudo, sdo capazes de demonstrar a expressdo de Mcl-1 em
MCs neoplasicos a nivel de mRNA e proteina, bem como através de anali-
ses funcionais empregando siRNA e ASO especificos. Assim, baseado nos
dados, Mcl-1 deve ser considerada como um fator de sobrevivéncia crucial
expresso em MCs neoplasicos.

O curso clinico em SM é variavel e oscila de assintomatico, com
baixa capacidade proliferativa de MC e expectativa de vida normal a casos
altamente agressivos com rapida proliferagdo de MCs neoplasicos e uma
curta sobrevivéncia. Portanto, estavam interessados em aprender se 0s ni-
veis de Mcl-1 variavam entre os grupos de pacientes com SM. Contudo, ne-
nhuma diferenca evidente na expressao de Mcl-1 em MC é detectada quan-
do de comparacdo de malignidades em MC de baixo e alto grau. Essa ob-
servacdo pode ser explicada pelo fato de que a expressao de Mcl-1 esta re-
lacionada a sobrevivéncia de MC, ao invés de sua capacidade proliferativa.
Na verdade, mesmo em SM indolente, MCs exibem sobrevivéncia extrema-
mente longa. Por outro lado, Cervero et al reportaram uma expressao au-
mentada de Bcl-2 em MCs de BM era pacientes com MCL, comparado com
ISM usando uma técnica de citrometria de fluxo altamente sensivel. Portan-
to, ndo podem excluir que MCs em MCL expressam niveis ligeiramente mai-
ores de Mcl-1 comparado com MCs normais ou MCs em ISM, uma vez que a
técnica aplicada no estudo é menos sensivel comparado com citometria de
fluxo.

Pouco se sabe sobre a regulagdo de expressao de Mcl-1 em
células mieldides neopldsicas. Em leucemia mieldide cronica (CML), desco-
briu-se que a oncoproteina doencga-relacionada BCR/ABL promove expres-
sdao de Mcl-1. Em SM, a variante de KIT com mutagdo D816V serve como
uma oncoproteina doencga-relacionada de uma maneira similar quando com-
parado com BCR/ABL em CML. Para explorar se essa oncoproteina poderia
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estar envolvida na regulagdo de expressdo de Mcl-1 em MCs neoplasicos,
foram utilizados inibidores de atividade de TK de KIT. Nesses experimentos,
descobriu-se que PKC412, 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-N-[5-
(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida e imatinib subre-
gulam a expressédo de Mcl-1 em HMC-1.1 (carecendo de KIT D816V, mas
expressando KIT G560V), enquanto que células HMC-1.2 expressando KIT
D816V, apenas PKC412 e, até um grau menor, 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida, diminuiram a expressao da proteina Mcl-1. Uma vez que PKC412 ini-
be potentemente a atividade de TK de K/IT D816V e uma vez que essa mu-
tacao confere resisténcia contra o imatinib, essas observagbes puderam ser
construidas para favorecer a hipdtese de que KIT D816V contribui para a
expressao anormal de Mcl-1 em MCs neopléasicos. Por outro lado, os dados
também sugerem que expressdo de Mcl-1 é detectavel e KIT-dependente
em células HMC-1 carecendo de KIT D816V, uma vez que inibidores de TK
KIT subregularam a expressao de Mcl-1 em células HMC-1.1. Essa observa-
¢do é de interesse particular, uma vez que MCs em malignidades de alto
grau (ASM ou MCL) frequentemente carecem de KI/T D816V ou tém subclo-
nes KIT D816V-negativos que podem ser selecionados durante terapia TK-
objetivada para causar reincidéncia. '
Mcl-1 € uma molécula de sobrevivéncia bem estabelecida que
contra-atua a apoptose em células mielbides. Para fornecer evidéncia do
significado funcional de expressdao de Mcl-1 em MCs neoplasicos, células
HMC-1 séo transfectadas com ASO mcl-1-especifico ou siRNA mcl-1-
especifico. Em ambos os subclones de HCM-1, o nocaute induzido por ASO
e siRNA especificos da proteina Mcl-1 é demonstravel através de Western
blotting e € acompanhado por um aumento significativo em células apoptéti-
cas. Além disso, a proliferagdo de células HCM-1 diminuiu apés transfeccao
com ASO de Mcl-1 comparado com células transfectadas com um controle
misturado. Esses dados proporcionam evidéncia sélida de que Mcl-1 é um

fator de sobrevivéncia importante em células HCM-1.
Em seguida, sdo comparados os efeitos de inibicdo de prolifera-
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¢éo e indugdo de apoptose de ASO de mcl-1 e varios farmacos objetivados,
incluindo 2CdA e novos inibidores de TK KIT. Um aspecto interessante nes-
ses experimentos é que a proliferagao, medida através de captacéo de *H-
timidina, é suprimida em menores concentragbes de inibidores de TK quan-

do comparado com a indugdo de apoptose. Essa discrepancia pode ter im-

plicagbes significativas quando de comparagao dos efeitos de vérios farma-

cos inibitorios e pode ser melhor explicada pelo fato de que a captacao de

34-timidina & um parametro mais sensivel de crescimento e pode ser afetada

antes que sinais de apoptose ocorram.
ASM e MCL sio malignidades de MCs de alto grau com um gra-

ve prognodstico e uma curta sobrevivéncia. Nesses pacientes, uma série de

diferentes fatores pode contribuir para o crescimento e a sobrevivéncia nor-
mal de MCs e é dificil identificar farmacos que contra-atuam o crescimento
de células neoplasicas nesses pacientes. Contudo, durante os uitimos anos,

uma série de novos conceitos de tratamento e farmacos objetivados foram
as de

e TK

identificados os quais superam a resisténcia a farmaco em neoplasm
MC de alto grau. Um desses farmacos é PKC412, um novo inibidor d
gue contra-atua a atividade de TK de mutantes de Flt3, KIT do tipo silvestre,

bem como KIT D816V. Correspondentemente, descobriu-se que PKC412

contra-atua o crescimento e expresséo de Mcl-1 em células HMC-1.2 ex-

pressando KIT D816V no presente estudo. Com relacéo a inibigdo de cres-
cimento, esses dados confirmam observacbes anteriores por inventores &
por outros. Contudo, mesmo PKC412 como um unico farmaco néo pode ser

capaz de induzir a remissbes completas duraveis em pacientes com ASM ou

MCL.
Uma abordagem mais atraente em neoplasmas mieldides resis-

tentes a farmaco, TK-acionados é combinar farmacos objetivados uns com

os outros ou com farmacos convencionais. No caso de ASM ou MCL, assim,

pode ser razoavel considerar combinagbes de farmacos empregando

PKC412, outros inibidores de TK e outros farmacos objetivados. Os resulta-

dos do nosso estudo mostram que ASO de mcl-1 e PKC412, bem como

ASO de mcl-1 e 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil] amino}-N-[5-(4-metil-
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1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benzamida, cooperam um com o outro
na produgéo de inibigcdo de crescimento em células HMC-1.1 e células HMC-
1.2. Além disso, efeitos cooperativos também sdo observados quando de
aplicagao de imatinib e ASO de mcl-1 em células HMC-1.1. Uma observagao
interessante é que os efeitos cooperativos de farmacos entre ASO de mcl-1
e PKC412 sao sinergisticos em ambos os subclones de HMC-1, enquanto
que as interacdoes entre ASO de mcl-1 e 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol- 1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida sdo sinergisticos apenas em células HMC-1.1, mas nado em células
HCM-1.2. Essas diferengcas sdo melhor explicadas pelos efeitos antiprolifera-
tivos menos pronunciados do imatinib e 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinilJamino]-N-[5-(4-metil- 1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida comparado com os efeitos de PKC412 sobre células HMC-1.2, as
quais mostram KI/IT D816V.

2CdA é um farmaco que foi recentemente introduzido como um
novo agente citorredutivo eficaz para o tratamento de SM avancada. No pre-
sente estudo, descobriu-se que 2CdA inibe o crescimento e a expressao de
Mcl-1 em células HMC-1.2 muito mais potentemente comparado com células
HMC-1.1, as quais podem ser de grande importancia clinica, uma vez que a
maioria dos pacientes com SM, incluindo aqueles com ASM e MCL, mostram
essa mutacao KIT. Assim, 2CdA é o primeiro farmaco descrito para atuar
melhor em MCs expressando KIT D816V, bem como MCs carecendo desse
mutante KIT. Contudo, a despeito desses efeitos, 2CdA ndo produz efeitos
antiproliferativos sinergisticos com ASO de mcl-1 nos dois subclones de
HMC-1 analisados.

Uma série de experimentos clinicos em Fase V1l tém tentado
empregar farmacos do tipo ASO. Contudo, a despeito dos primeiros resulta-
dos encorajadores, algumas reservas foram feitas no passado com referén-
cia a possibilidade de aplicar tais farmacos em pacientes com cancer. No
que se refere a mcl-1 e SM, outros estudos pré-clinicos e clinicos serao re-
queridos para definir se conceitos de tratamento de objetivagdo de mcl-1
podem ser desenvolvidos o bastante para entrar em experimentos clinicos
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em ASM e MCL.
Em resumo, os dados mostram que MCs neoplasicos expressam

Mcl-1 e que objetivagcdo de Mcl-1 esta associada a sobrevivéncia diminuida
e responsividade aumentada contra inibires de TK, tal como PKC412. Esses
dados sugerem que Mci-1 é um novo alvo interessante em MCs neoplasicos

que pode ajudar a superar a resisténcia contra inibidores de TK.
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REIVINDICACOES
1. Método de tratamento de sindromes mielodisplasicas, linfo-

mas e leucemias e tumores sélidos em um mamifero o qual compreende
tratamento do mamifero que precisa de tal tratamento simultanea, concor-
rente, separada ou sequencialmente com quantidades farmaceuticamente
eficazes de (a) um inibidor de FLT-3 ou um sal ou pro-farmaco farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo e (b) um oligonucleotideo antissenso de mcl-1
ou um constructo de RNAi mcl-1-especifico.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, para o tratamento

de leucemia mieldide aguda (AML).
3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o inibidor de

FLT-3 € um derivado de estaurosporina ou 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinillamino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil] benza-
mida ou imatinib.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que o derivado

de estaurosporina é selecionado dos compostos de férmula:
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ou

em que:
Rs e R sao, independentemente um do outro, alquila nao-

substituida ou substituida, hidrogénio, halogénio, hidréxi, hidroxi eterificado
ou esterificado, amino, amino mono- ou dissubstituido, ciano, nitro, mercap-
to, mercapto substituido, carbodxi, carbéxi esterificado, carbamoila, carbamoi-
la N-mono- ou N,N-dissubstituida, sulfo, sulfonila substituida, amino-sulfonila
ou amino-sulfonila N-mono- ou N,N-dissubstituida;

n e m sao, independentemente um do outro, um numero de e

inciuindo 0 a e incluindo 4;
n' e m' sdo, independentemente um do outro, um numero de e

incluindo 1 a e incluindo 4;

Rs, R4, Rs € Ry sdo, independentemente uns dos outros, hidro-
génio, um radical alifatico, carbocilico ou carbociclico-alifatico com até 29
atomos de carbono em cada caso, um radical heterociclico ou heterociclico-
alifatico com até 20 atomos de carbono em cada caso e, em cada caso, até
9 heteroatomos, uma acila com até 30 atomos de carbono, em que R4 pode

também estar ausente;
ou Rz é acila com até 30 atomos de carbono e R4 ndo é uma

acila;

p é 0 se R, esta ausente ou é 1 se R; e R4 estiverem ambos
presentes e, em cada caso, sdo um dos radicais antes mencionados;

Rs é hidrogénio, um radical alifatico, carbociclico ou carbocilico-
alifatico com até 29 atomos de carbono em cada caso ou um radical hetero-
ciclico ou heterociclico-alifatico com até 20 atomos de carbono em cada ca-

so e, em cada caso, até 9 heteroatomos ou acila com até 30 atomos de car-

bono;
R;, Rs e Ro sdo acila ou -(alquil inferior)-acila, alquita nao-



substituida ou substituida, hidrogénio, halogénio, hidrdxi, hidréxi eterificado
ou esterificado, amino, amino mono- ou dissubstituido, ciano, nitro, mercap-
to, mercapto substituido, carbdxi, carbonila, carbonildioxi, carboxi esterifica-
do, carbamoila, carbamoila N-mono- ou N,N-dissubstituida, sulfo, sulfonila
5 substituida, amino-sulfonila ou amino-sulfonila N-mono- ou N,N-

dissubstituida;

X significa 2 atomos de hidrogénio; 1 atomo de hidrogénio e hi-
dréxi; O; ou hidrogénio e alcéxi inferior;

Z significa hidrogénio ou alquila inferior;

10 e as duas ligagbes caracterizadas por linhas onduladas estédo
ausentes no anel A e sdo substituidas por 4 atomos de hidrogénio e as duas
linhas onduladas no anel B, cada uma junto com a respectiva ligagao parale-
la, significa uma ligagao dupla;

ou as duas ligagdes caracterizadas por linhas onduladas estao

15 ausentes no anel B e sdo substituidas por um total de 4 atomos de hidrogé-
nio e as duas linhas onduladas no anel A, cada uma junto com a respectiva
ligacao paralela, significa uma ligagao dupla;

ou ambas as 4 ligagoes onduladas no anel A e no anel B estao
ausentes e sao substituidas por um total de 8 atomos de hidrogénio;

20 ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formagao de
sal estiver presente.

5. Método de acordo com a reivindicagcdo 3, em que o derivado

de estaurosporina € um derivado de estaurosporina de férmula |:

em que:
25 m e n sao, cada um, O;
R3 e R4 sao, cada um independentemente um do outro, hidro-
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génio, alquila inferior nao-substituida ou mono- ou dissubstituida, especial-
mente monossubstituida, por radicais selecionados independentemente uns
dos outros de carbdxi; carbonila alcoxi-inferior; e ciano; ou

R, € hidrogénioou -CHs e

Rs é acila da subférmula R°-CO, em que R° é alquila inferior;
amino-alquila inferior, em que O grupo amino esta presente na forma nao-
protegida ou é protegido por alcoxi carbonila inferior; tetrahidropiraniloxi-
alquila inferior; fenila; imidazolil-alcoxi-fenila inferior; carboxifenila; carbonil-
fenila alcoxi-inferior; halogénio-alquil fenila inferior; imidazol-1-ilfenila; pirroli-
dino-alquil fenila inferior; piperazino-alquil fenila inferior; (4-alquil piperazino-
metil inferior) fenila; morfolino-alquil fenila inferior; piperazinocarbonilfenila;
ou (4-alquil piperazino inferior)fenila;

ou & acila da subférmula R°-O-CO, em que Ro € alquila inferior;

ou é acila da subférmula R°HN-C(=W)-, em que W ¢ oxigénio e
R° tem os seguintes significados: morfolino-alquila inferior, fenila, alcoxi feni-

la inferior, carboxifenila ou alquilcarbonilfenila inferior;
ou Rs; é alquil fenil-sulfonila inferior, tipicamente 4-tolueno-

sulfonila;

Rs é hidrogénio ou alquila inferior;

X significa 2 atomos de hidrogénio ou O;

Z é metila ou hidrogénio;

ou um sal do mesmo, se pelo menos um grupo de formagao de
sal estiver presente.

6. Método de acordo com a reivindicagao 3, em que O derivado
de estaurosporina € N-{(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11 ,12,13-hexahidro-10-
metdxi-9-metil-1-0x0-9,13-epOxi-1 H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3",2', 1"
1m]pirrolo[3,4-j][1 ,7]benzodiazonin-1 1-il]-N-metilbenzamida da férmula (Vi):
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1441}
ou um sal do mesmo.

7. Uso de uma combinagéo de (a) um inibidor de FLT-3 e (b) um
oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um constructo de RNAi mcl-1-

especifico para o tratamento de sindromes mielodisplasicas, linfomas e leu-

cemias e tumores solidos.
8. Uso de acordo com a reivindicagdo 7, para o tratamento de

leucemia mieldide aguda (AML), cancer célon-retal (CRC) ou cancer de pul-

maéo de células nao-pequenas (NSCLC).

9. Uso de acordo com a reivindicagdo 7, em que o inibidor de
FLT-3 é N-[(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-hexahidro-10-metdxi-9-metil-
1-0x0-9,13-epoxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3',2',1'-1m]pirrolo[3,4-

ill1,7]benzodiazonin-11-il]-N-metilbenzamida da férmula (V11):
I

ou um sal do mesmo e um oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um

constructo de RNAi mcl-1-especifico.

10. Uso de uma combinagdo de (a) um inibidor de FLT-3 e (b)
um oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um constructo de RNAi mcl-1-
especifico para a preparagao de um medicamento para o tratamento de sin-

dromes mielodisplasicas, linfomas e leucemias e tumores sdlidos.
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11. Uso de acordo com a reivindicagao 10, para o tratamento de
leucemia mieldide aguda (AML), cancer célon-retal (CRC) ou cancer de pul-

mao de células ndo-pequenas (NSCLC).
12. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, em que o inibidor de

FLT-3 € N-[(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-hexahidro-10-metdxi-9-metil-
1-ox0-9,13-epoxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3',2',1'-1m]pirrolo[3,4-
jll[1,7]benzodiazonin-11-il]-N-metilbenzamida da formula (VIi):

82~

H Com, st W
MOy

N

°\j/ e,
(vin

ou um sal do mesmo e um oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um

constructo de RNAi mcl-1-especifico.
13. Composigéo farmacéutica compreendendo (a) um inibidor de

FLT-3 e (b) um oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um constructo de
RNAi mcl-1-especifico para o tratamento de sindromes mielodisplasicas,

linfomas e leucemias e tumores soélidos.
14. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 13,

para o tratamento de leucemia mieldide aguda (AML), cancer célon-retal
(CRC) ou cancer de puiméao de células ndo-pequenas (NSCLC).

15. Composigéao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 13,
em que o inibidor de FLT-3 é N-[(9S,10R, 11R,13R)-2,3,10,11,12,13-hexa-
hidro-10-metoxi-9-metil-1-oxo-9, 13-epoxi-1H,9H-di-indolo[1,2,3-gh:3',2',1'-
1m]pirrolo[3,4-j][1,7]benzodiazonin-11-il]-N-metilbenzamida da férmula (VII):
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ou um sal do mesmo e um oligonucleotideo antissenso de mcl-1 ou um

constructo de RNAi mcl-1-especifico.
16. Acido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de

nucleotideo selecionada de SEQ ID N2:3, SEQ ID N2:4, SEQ ID N2:7, SEQ
ID N2:8 e SEQ ID N2:9 ou sua sequéncia de fita complementar.
17. Vetor compreendendo o acido nucleico isolado como defini-

do na reivindicagao 16.
18. Célula hospedeira compreendendo o acido nucleico isolado

como definido na reivindicagdo 16.
19. BRNA de hairpina curto (shRNA) compreendendo uma se-

quéncia selecionada de SEQ ID N2:7, SEQ ID N2:8 e SEQ ID N2:9 ou sua

sequéncia de fita complementar.
20. Oligonucleotideo antissenso compreendendo uma sequéncia

selecionada de SEQ ID N®:3 e SEQ ID N2:4 ou sua sequéncia de fita com-

plementar.
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